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Zum Vorkommen von Aldol im Diabetikerharn. 
Von « 
Robert Fricke. 


(Der Redaktion zugegangen am 26. August 1922.) 


Kine genaue Nachpriifung der Leistungsfihigkeit der friiher 
zur Anreicherung von Aldol aus Diabetikerharn') benutzten 
Methode der Wasserdampfdestillation, wobei Aldol in Croton- 
aldehyd iibergeht und als solcher angereichert wird, ergab, daB 
dieses Verfahren nur einen Teil des wirklich vorhandenen 
Aldols dem Nachweis zufiihrt und sich noch erheblich ver- 
bessern liBt. 

Zu diesen Versuchen verwandte ich nach der friiher an- 
gegebenen Methode*) frisch dargestelltes und gut im Vakuum 
rektifiziertes Aldol, das zur Verhinderung von Polymerisation 
bei 0° aufbewahrt wurde. MHiervon léste ich zunichst Mengen 
von zwischen 0,7 und 1 g in je einem Liter Wasser auf, sauerte 
mit Essigsiure schwach an und destillierte wie friiher mit 
Wasserdampf langsam '/,, (100 ccm) ab. Stets zeigte der 
Riickstand hiernach noch schnelle und kraftige Reaktion mit 
Tollensschem Reagens’) (Abscheidung von metallischem Silber) 
in der Kilte. Im UDestillat lieB sich durch 10 tiagiges Stehen 
mit der entsprechenden Menge ,,Dimedon“*) nur wenig iiber 50 °/, 
des zu erwartenden Crotonaldehydes ausfillen. 


1) R. Fricke, Zs. f. physiol. Ch. Bd. 116, S. 129 (1921) und Bd. 118, 
S. 218 (1922). 

*) Zs. f. physiol. Ch. Bd. 116, S. 133 (1921). 

°) Alkalisch-ammoniakalische Silberoxydlésung. 

*) = Dimethylhydroresorcin. Vgl. R. Fricke, a. a. QO. Bd. 116, 
S. 1314f. (1921). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXXIV. 1 
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Robert Fricke, 


Noch schlechter schienen die Ausbeuten beim Ausgehen 
von kleineren Mengen. Um ein Beispiel herauszugreifen, 
lieferten 0,0805 g Aldol, in einem Liter Wasser gelést und 
genau entsprechend destilliert, nur 0,0057 g mit Dimedon aus- 
fallbaren Crotonaldehyd in der Vorlage, entsprechend nur 
0,0072 g Aldol. Diese schlechtere Destillationsausbeute wird 
aber wohl nur vorgetiuscht durch die bei so kleinen Mengen 
schon merkbar werdende Ungenauigkeit der Reaktion mit 
Dimedon auf Crotonaldehyd. Letztere ist etwas unempfindlicher 
als die seinerzeit untersuchte auf Aldol (1: 10000)?) und zeigte 
sich bei niherer Untersuchung nur bis etwas iiber 1:3000 
Verdiinnung brauchbar, wenn man, wie gewdhnlich, mit 
10°/, iger alkoholischer Dimedonlésung in eben ausreichender 
Menge versetzte, etwas NaCl zugab und mehrere Tage stehen 
lieB.”) Hieraus folgt, wie man sich durch eine leichte Rech- 
nung tiberzeugen kann, daB ein Mehrfaches der bei dem zuletzt 
erwihnten Destillationsversuch aus dem Destillat ausgefillten 
Menge Crotonaldehyd noch in der Mutterlauge vorhanden sein 
muBte. Der Destillationsriickstand enthielt hier auch noch 
eroBere, mit Tollensschem Reagens in der Kilte schnell! 
nachweisbare Aldehydmengen. 

Aus diesen Versuchen geht hervor, da die bisher ver- 
wandte Art der Aldolanreicherung als Crotonaldehyd durchaus 
nicht vollkommen war. 

Zunichst untersuchte ich nun noch durch Wasserdampt- 
destillation von frisch bereitetem und gut rektifiziertem Croton- 
aldehyd bei schwach saurer Reaktion, ob das Uberdestillieren 
von 1/,, wenigstens zur verlustlosen Anreicherung des einmal 
gebildeten Crotonaldehydes geniigte. Hier zeigte sich, daB cin 
Ubergehen von nur 1/,, zur verlustlosen Anreicherung von 
Crotonaldehyd praktisch ausreicht; da im Riickstand sich mit 
dem so sehr empfindlichen Tollensschen Reagens manchmal 
gar keine, meist aber nur sehr kleine Mengen Aldehyd noch nach- 
weisen lieBen. Letztere riihrten anscheinend von geringen 
Mengen von Verharzungsprodukten des Crotonaldehydes her, 





) Zs. f. physiol. Ch. Bd. 116, 8. 136 (1921). 
*) Weiteres hieriiber siehe unten! 











Zum Vorkommen von Aldol im Diabetikerharn. 3 


da sie auch bei Ubergehenlassen von viel mehr Fliissigkeit ('/, 
bis +/,) nicht ganz aus dem Riickstand verschwanden. [Bei allen 
Versuchen mit dem sehr empfindlichen Tollensschen Reagens, 
die bei dem sehr sauerstoffgierigen Crotonaldehyd zweckmaBig 
durch einfaches Stehenlassen des Reagieransatzes in der Kilte 
vorgenommen werden, ist es dringend erforderlich, stets einen Leer- 
versuch mit destilliertem Wasser und Tollensschem Reagens in 
denselben Mengenverhiltnissen wie beim Hauptversuch daneben- 
zustellen, da auch jener haufiger nach lingerem Stehen durch 
minimale organische Verunreinigungen des destillierten Wassers 
oder des verwandten Ammoniaks usw. eine leichte braune Aus- 
fillung zeigt, so daB man nur durch Vergleich Schliisse aus dem 
eigentlichen Versuch ziehen kann. Aus diesem Grunde ist auch 
ein Umschiitteln des Reagierrohres mit aufgesetztem Daumen 
gu vermeiden. DaB das Tollenssche Reagens stets vor dem 
Gebrauch frisch herzustellen ist, ist geniigend bekannt. ] 

Kin Kiihlen der Vorlagen mit Eis oder gar ein Vorlegen 
eisgekiihlter Gaswaschflaschen, wie bei der quantitativen Ab- 
destillation von Acetaldehyd’), erwies sich als zwecklos, da 
hierdurch die Ausbeuten nicht stiegen. Dies erscheint etwas 
verwunderlich, da die als Vorlage dienende, mit Stopfen an 
den Kiihler dicht angeschlossene Saugflasche wihrend der 
Destillation am Tubus stark nach Crotonaldehyd roch. Diesem 
Geruch kénnen offenbar nur ganz minimale Mengen ent- 
weichenden Crotonaldehydes entsprechen. 

Die Abdestillation von Aldol als Crotonaldehyd zeigte 
bessere Ausbeuten, wenn man statt 1/,, +/, tibergehen lieB 
(Steigerung auf 70—80°/, der Theorie), wurde aber nie voll- 
kommen quantitativ, selbst wenn man vor dem Abdestillieren 
des Crotonaldehydes die schwach saure Aldollésung an gut 
wirkendem RiicktluBkihler noch !/,—1 Stunde kochte. Letzteres 
bewirkte lediglich eine sehr kleine weitere Erhéhung der Aus- 
beute. Im Riickstand verblieben stets mit Tollensschem 
Reagens noch gut nachweisbare kleine Mengen Aldehyd, offenbar 
auch Polymerisationsprodukte. 

1) Vgl. Stepp und Fricke, Zs. f. physiol. Ch. Bd. 116, 8. 296 
(1921) und Fricke a. a. O. Bd. 118, S, 243 (1922). 
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4 Robert Fricke, 


Ein Versuch, die Aldoldestillationsausbeute allein dadurc’; 
zu heben, da vor der Destillation 1/, Stunde am Riickflub- 
kihler gekocht und dann nur !/,, abdestilliert wurde, zeigte 
nicht den gewiinschten Erfolg. 

Hiskiihlung der Vorlage erwies sich auch bei der Aldol- 
destillation als unnétig. Der Umstand, daB hierdurch und 
auch durch Vorschalten eisgekiihlter Waschflaschen mit Wasser 
die Fallungsausbeuten mit Dimedon nicht stiegen, zeigte neben 
einer Untersuchung der erhaltenen Niederschlige durch Ligroin- 
auszug'), dafi in unseren Versuchen Acetaldehyd durch Wieder- 
aufspaltung von Aldol nicht gebildet wurde. In einem Falle 
in der Vorlage gefundener Acetaldehyd wurde auf eine Ver- 
unreinigung des verwandten Aldols mit diesem K6rper zuriick- 
gefiihrt. Trotzdem ist die Méglichkeit seiner Bildung aus 
Aldol unter besonderen Umstiinden der Destillation nicht von 
der Hand zu weisen, da durch Destillation von reinem Aldol bei 
S0—85° hergestellter Crotonaldehyd roh immer groBe Mengen 
von Acetaldehyd enthilt. Hierauf ist auch bei der Verwendung 
von Crotonaldehydpriparaten, wie z. B. oben, stets zu achten. 

Wie vorhin bei Angabe der Genauigkeit der Crotonaldehyd- 
fillung mit Dimedon kurz mitgeteilt, wurden diese Fallungs- 
bedingungen ebenfalls noch naher studiert. Die relativ gering: 
Genauigkeit (etwa 1:3000) hangt vielleicht weniger mit einer 
rel. geringen Schwerléslichkeit des Produktes, als mit seiner 
groBen Ausfillungstrigheit zusammen. Diese ist wohl zuriick- 
zufiihren auf die geringen intermolekularen, krystallbildenden 
Richtkrifte des ,,Crotonmedons“?), die sich daraus ergeben, dati 
es sich zuerst stets in 6ligen Trépfchen ausscheidet, welche 
durch ihre Feinheit eine fast homogen erscheinende weiBliche 
Triibung bedingen, die danach erst allmiahlich krystallinisch 
wird und sich zu Boden setzt. Die relativ geringen inter- 
molekularen Krifte erhellen auch daraus, daB nach Absitzen 
der ersten Fillung die Ausscheidung keineswegs bald beendet 
ist, sondern noch Tage und ev. Wochen weitergeht. 


1) Vgl. R. Fricke, Zs. f. physiol. Ch. Bd. 116, S. 187 (1921). 
*) Das Kondensationsprodukt zwischen 2 Molekiilen Dimedon und 
1 Molekiil Crotonaldehyd. 
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Zum Vorkommen von Aldol im Diabetikerharn. 


Alkohol vermindert die Schnelligkeit und vor allem Er- 
giebigkeit der Fallung um so mehr, in je gréBerer Menge er 
in der Lésung anwesend ist. 

Aus diesen Griinden setze man der zu fillenden Lésung 
méglichst nicht mehr 10°/, ige alkoholische Dimedonloésung zu, 
als zur vollstindigen Fiallung erforderlich ist (ev. vorher Be- 
stimmung des Aldehydgehaltes nach der Methode von Stepp 
und Fricke. Weiteres hierzu siehe unten!), und lasse den 
Kallungsansatz am besten in verschlossenem Gefif 10—14 Tage 
bei Zimmertemperatur vor dem Abfiltrieren stehen. 

Konzentriertere als 10°/,ige Dimedonlésung zu nehmen 
empfiehlt sich nicht, da solche bei KingieBen in Wasser leicht 
schon unangenehme Triibungen aus dem nur 0,4:100,0 bei 
Zimmertemp. in reinem Wasser léslichen Dimedon geben. 

Arbeitet man mit DimedoniiberschuB ohne genauere 
Kenntnis der vorliegenden Aldehydmenge statt mit iquivalenten 
Mengen, so hat man stets den Nachteil, daB man mit einem 
Volumen Wasser arbeiten muf, welches geniigend groB ist, um 
das zugesetzte Dimedon allein zu lésen. Die so verwandten 
sroBen Volumina verringern natiirlich die Ausbeute an Fallung. 

Da das mit Dimedon versetzte Destillat aus Diabetiker- 
harn zur Entfernung des darin enthaltenen Acetons zwecks 
(sewinnung des Crotonmedons eingedampft werden mubB?), wurde 
auch noch die Fliichtigkeit dieses Priparates auf dem siedenden 
Wasserbade und mit verschiedenen Lésungsmitteldimpfen unter- 
sucht. Trocken zeigte es sich nicht fliichtig bei 100°, ebenso 
nicht mit Acetondimpfen, dagegen schwach mit Wasserdampf 
und ziemlich betrichtlich mit Alkoholdimpfen. Durch haufigeres 
Abdampfen mit Alkohol auf dem Wasserbade und ebenso 
hiufigeres Verfiiegenlassen des Alkohols bei Zimmertemperatur 
ist man imstande Crotonmedon ganz zu verjagen, eine Higen- 
schaft, die das Dimedon selbst in noch starkerem Mabe zeigt. 

Als Fazit aus den soeben besprochenen Untersuchungen 
geben wir nun folgendes Verfahren als zurzeit wohl bestes zur 
Anreicherung von Aldol als Crotonaldehyd aus Diabetikerharn 
an: ,,Man iiberzeuge sich zuniichst, ob alle Korken der Appa- 


) Vgl. R. Fricke, Zs. f. physiol. Ch. Bd. 118, S. 219 (1922). 











































6 Robert Fricke, 


ratur zur Wasserdampfdestillation vollkommen dicht schlieBen.’ 
Als Vorlage verwendet man zweckmiBig eine Saugflasche, dic 
mit VorstoB versehen dicht an den Kiihler anschlieBt, so dat 
der sauerstoffgierige Crotonaldehyd nur durch den Tubus der 
Saugflasche Verbindung zur Aufenluft hat. Die Vorlage ver- 
sieht man mit einigen ccm verdiinnter Hssigsiiure. (Will man 
gleichzeitig Acetaldehyd aus dem Harn gewinnen, so schalte 
man hinter die Vorlage noch hintereinander vollkommen dichit 
2 mit je 50 ccm aqua dest. gefiillte, eisgekiihlte, schlank« 
Waschflaschen.) Das WasserdampfentwicklungsgefiB schliebe 
man erst dann an den Harnkolben an, wenn die Dampfent- 
wicklung in vollem Gange ist, und lasse nun langsam 1/, des 
jeweils verwendeten Harnvolumens in die Vorlage iibergehen. 
Die crotonaldehydhaltigen Destillate verwahre man bis zur 
Weiterverarbeitung im Hisschrank in gut verkorkten Flaschen 
méglichst so, daf& keine Luft mehr zwischen Korken und 
Fliissigkeit steht und gieBe sie aucn nie platschend um, sondern 
lasse dabei stets an der GefaiBwand herabflieBen. Aus mehreren 
so erhaltenen Erstdestillaten kann man nach dem Zusammen- 
geben den Crotonaldehyd in kleineres Volumen destillieren, 
indem man diesmal nur ?/,, in eine wieder angesiiuerte Vor- 
lage genau entsprechend iibergehen lat. Die Zweitdestillate 
kénnen wieder zusammengegeben und in 1/,, angereichert 
werden usw. SchlieBlich treibe man die Anreicherung so weit. 
daB man allen Crotonaldehyd in einem Volum von nur etwa 
100 ccm oder weniger vereinigt hat. In einem aliquoten Teil 
dieser Menge (etwa 5 ccm) bestimme man dann nach der Silber- 
methode von Stepp und Fricke’) den Aldehydgehalt. Hierbei 
ist das 1miniitige Kochen nach dem Stehen iiber Nacht bei 
Zimmertemperatur zweckmifBig durch kurzes Erwirmen aut 
70—80° zu ersetzen. Dann setze man zur Crotonaldehydliésung 


') Indem man nach Verschlud der an den Kiihler dicht angeschlossenen 
Vorlage nach auBen durch das Steigrohr des Dampfentwicklers Luft in 
die noch nicht mit Harn beschickte Apparatur blast und hinterher zu- 
sieht, ob das im Steigrohr durch den in der Apparatur entstandenen 
Uberdruck gehobene Wasser seine Stellung beibehiilt. Unter Umstiinden 
Verwendung von Gummistopfen. 

») Zs. f. physiol. Ch. Bd. 118, S; 243 (1922). 








Zum Vorkommen von Aldol im Diabetikerharn. 7 


die berechnete Menge Dimedon (2 Dimethylhydroresorcin pro 
1 Crotonaldehyd) als 10°/,ige Liésung in 90°/,igem Alkohol und 
lasse 2 Tage verkorkt bei Zimmertemperatur stehen. Nach dieser 
Zeit dampft man die Lésung zur Entfernung des Acetons auf dem 
Wasserbade eben biszur Trockneein(Vorsicht vor Verspritzen beim 
Sieden des Acetons!), nimmt den Riickstand mit wenig 80°/, igem 
Alkohol auf und verdiinnt vorsichtig mit Wasser bis zur beginnen- 
den Ausfallung. Das vollstiindig ausgefallene Produkt wird nach 
dem Abfiltrieren und Trocknen im Exsiccator auf seinen Schmelz- 
punkt untersucht (theor. 175—183°. Ist dieser noch erheblich zu 
niedrig, so wird das Priparat zur Entfernung von Acetaldomedon 
mit Ligroin ausgezogen und nochmals aus Alkohol + Wasser um- 
krystallisiert. Ist der Schmelzpunkt nur wenige Grad zu tief, so 
wird nochmalige Umkrystallisation allein geniigen.“ 

Kine Verwendung von Petrolither statt Ligroin zur 
Trennung von Crotonmedon und Acetaldomedon ist auch még- 
lich, doch ist Acetaldomedon in Petrolither, wie auch zu er- 
warten, ungleich schwerer léslich als in Ligroin. 

Es braucht wohl kaum noch besonders erwihnt zu werden. 
daB aus den Untersuchungen hervorgeht, dai der Diabetiker- 
harn mehr Aldol enthalten muB, als ich damals mit der noch 
unvollkommeneren Methode?) aufzufinden vermochte. 


Kurze Zusammenfassung, 


I. Die zur Anreicherung von Aldol aus Diabetikerharn 
friiher verwandte Methode’) wurde auf ihre Leistungsfahigkeit 
untersucht, wobei sich zeigte, daB sie nur einen Teil des Aldols 
dem Nachweis zuzufiihren vermag. 

II. Es wurden entsprechende Verbesserungen des Ver- 
fahrens ausprobiert, die Genauigkeit der Crotonaldehydfallung 
mit Dimedon (Dimethylhydroresorcin) und einige fiir das Ver- 
fahren wichtige EKigenschaften des Crotonmedons untersucht 
und schlieBlich ein verbessertes Verfahren angegeben. 

Miinster i. Westf., Chemisches Institut der Universitit 

den 24. August 1922. 


') Zs. f. physiol. Ch. Bd. 118, S. 218 (1922). 
> eas. 9. 









































Uber das Ergosterin der Hefe. 


Von 
A. Windaus und W. Gro8kopf. 


(Aus dem Allgemeinen Chemischen Universitatslaboratorium Gdéttingen.) 


(Der Redaktion zugegangen am 28. August 1922.) 


Die echten Pilze scheinen eine eigenartige Gruppe von 
Sterinen zu enthalten, die sich weder bei den Phanerogamen 
noch im Tierreich vorfinden. Diese Pilzsterine unterscheiden 
sich vom Cholesterin und Sitosterin durch eine eigentiimliche 
Farbenreaktion: Lést man ein Pilzsterin in Chloroform und 
setzt konz. Schwefelsiiure hinzu, fairbt sich die Siure tiefrot, 
und das dariiber befindliche Chloroform bleibt farblos, wiihrend 
beim Cholesterin und Sitosterin das Chloroform sich rot farbt 
und die konz. Schwefelsiure nur griinlich fluoresciert.') Gegen- 
iiber Digitonin verhalten sich die Pilzsterine wie die iibrigen 
Sterine. 

Die meisten Forscher, die sich mit der chemischen Unter- 
suchung der Pilze beschiftigt haben, haben sich darauf be- 
schrinkt, das Vorkommen sterinihnlicher Stoffe nachzuweisen, 
ohne sie indessen eingehend zu charakterisieren.”) Kine Aus- 
nahme hiervon macht Tanret®), der die Sterine des Mutter- 
korns griindlich studiert und in reinem Zustande dargestellt 
hat: die beiden von ihm erhaltenen Stoffe sind das Ergosterin, 


') Diese umgekehrte Salkowskische Reaktion wird auch vom 
Cholesterinoxyd und Cholestenon gegeben. 

*) Literatur in Abderhaldens Biochemischem Handlexikon und 
im Biochem. J]. Bd. 14, 8. 493 (1920). 

3) C. R. Bd. 147, S. 75 (1908). 














Uber das Ergosterin der Hefe. 8) 


das wahrscheinlich die Formel C,,H,,O besitzt und das Fungi- 
sterin, dem vielleicht die Formel C,,H,,O zukommt. Ergo- 
sterin schmilzt bei 165° und gibt eine Anzahl schén krystalli- 
sierter Hster, von denen vor allem der Essigsdureester vom 
Schmelzp. 180,5° charakteristisch ist. 

AuBer dem Mutterkorn ist auch die Hefe ziemlich ein- 
cehend auf die in ihr vorkommenden Sterine untersucht worden; 
es scheint als ob auch sie Ergosterin enthalte; nur ist der 
Schmelzpunkt des Hefe-ergosterins um einige Grade niedriger 
cefunden worden, als ihn Tanret fiir das Mutterkorn-ergosterin 
avgibt. 

Vor kurzem haben sich Mac Lean und Thomas!) mit 
dem Hefe-sterin beschiftigt; sie haben sein Verhalten gegen 
Hiiblsche Jodlésung studiert und gefunden, daB dieses Sterin 
etwa 3 Mol. Jod aufnimmt und demnach vermutlich drei 
Doppelbindungen enthalt. Das Ergosterin, das nach Tanret 
einen Alkohol von der Formel C,,H,,O darstellt, scheint sich 
also vom Cholesterin dadurch zu unterscheiden, daB es nicht 
eine, sondern drei Doppelbindungen besitzt. Um die Anzahl 
der Doppelbindungen im Ergosterin sicher festzustellen, haben 
wir die Menge des Wasserstoffs, der bei der katalytischen 
Hydrierung aufgenommen wird, gemessen und haben auf diesem 
Wege, der uns sicherer erscheint als die Bestimmung der 
Jodzahl. das Resultat von Mac Lean und Thomas bestitigt. 
Der bei der Hydrierung entstehende gesittigte Alkohol, das 
Ergostanol hat dieselbe Formel C,,H,O wie das Dihydro- 
cholesterin, das Koprosterin nnd das Sitostanol; er ist 
aber mit keiner dieser Verbindungen identisch. Um zu priifen, 
ob die Verschiedenheit etwa durch eine verschiedene Stellung 
der Hydroxylgruppe bedingt sei, haben wir den entsprechenden 
gesittigten Kohlenwasserstoff, das Ergostan C,,H,, bereitet 
und ihn mit den isomeren gesittigten Kohlenwasserstoffen, dem 
Cholestan, dem Koprostan und dem Sitostan verglichen. 
Hierbei hat es sich herausgestellt, daB das Ergostan von den 
drei bekannten Kohlenwasserstoffen verschieden ist, vermutlich 


') Biochem. Jl. Bd. 14, S. 488 (1920). 
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ist es ein Stereoisomeres derselben. Da nach unseren bis- 
herigen Kenntnissen im Kohlenstoffskelett des Cholesterins 
mindestens 6—7 asymmetrische Kohlenstoffatome vorhanden 
sind, ist eine groBe Zahl Stereoisomerer zu erwarten. Leider 
haben sich bisher nur vier dieser stereo-isomeren Kohlen- 
wasserstoffe darstellen lassen und bisher ist nur beim Cholestan 
und Koprostan die Art der sterischen Isomerie aufgeklirt. 


ee 


Darstellung des Ergosterins. 


In einer groBen Porzellanschale von etwa 5 Liter Inhalt 
wurden 2 kg PreBhefe mit 2 Liter Alkohol von 95 °/, verrieben; 
das gesamte Materia: wurde dann in einen 5 Liter-Rundkolben 
gefiillt und mit einer konz. wiBrigen Liésung von 400 g Kaliun. 
hydroxyd und einem weiteren Liter Alkohol versetzt; das so 
erhaltene Gemenge wurde drei Stunden auf dem Wasserbade 
gekocht, dann auf eine gro8e Porzellannutsche gebracht und 
scharf abgesaugt; der unlésliche Riickstand wurde ‘nochmals 
in den Kolben gebracht, mit Alkohol ausgekocht und wiede: 
filtriert. Die gesammelten alkoholischen Filtrate wurden auf 
die Hilfte konzentriert, daun mit dem gleichen Volum Wasser 
versetzt und dreimal in einem 5 Liter-Scheidetrichter mit vie! 
Ather griindlich ausgeschiittelt, Um die sehr listige Emulsions- 
bildung zu vermeiden, muB man den Scheidetrichter bis zum 
Rande mit Ather anfiillen; die goldgelb gefirbten iitherischen 
Ausziige wurden schlieBlich mit sehr verdiinnter Salzsiure ge- 
waschen und mit entwissertem Natriumsulfat getrocknet. 

Da die auf der Porzellannutsche betindlichen unléslichen 
Riickstande noch Ergosterin enthielten, wurden sie im Soxleth- 
apparat erschépfend mit Ather extrahiert; die so erhaltenen 
itherischen Ausziige wurden ebenfalls mit entwissertem Natrium- 
sulfat getrocknet. Nunmehr wurden die simtlichen atherischen 
Lésungen auf dem Wasserbad eingedampft; sie hinterlieBen 
hierbei ein hellgelbes Ol, das honigartig roch und allmihlich 
zu einem Krystallbrei erstarrte. Dieser wurde in méglichst 
wenig niedrig siedendem Petrolither gelést; die Liésung wurde 
in einer Kaltemischung abgekihlt und schied nach kurzer 
Zeit einen weiffen, krystallisierten Niederschlag aus, der ab- 
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sesaugt und mit gekiihltem Petrolither gewaschen wurde. Das 
so erhaltene Rohmaterial schmolz bei 141—142° und wurde 
so oft aus Alkohol umkrystallisiert, bis der Schmelzpunkt auf 
154° gestiegen war. Die Krystalle sind feine, silbrig glinzende 
Blattchen, die vor Luft und Licht geschiitzt werden miissen, 
da sie sich sonst gelb firben. Die Ausbeute betrug aus 10 kg 
PreBhefe nicht mehr als 15 g Ergosterin, das Material ist also 
noch schwer zugiinglich. 

Um das Ergosterin vollstindig rein zu erhalten, wurde es 
in den Essigsiureester verwandelt; dieser, aus Essigsiure um- 
krystallisiert, schmolz bei 180—181°, genau so wie es Tanret 
fiir das Acetat des Mutterkorn-ergosterins angibt. Die Ergo- 
sterine aus Mutterkorn und Hefe sind also identisch. 


Hydrierung des Ergosterylacetats. 


Das ganz reine Ergosterylacetat wurde fiir die katalytische 
Hydrierung verwendet. Diese wurde in einer Schiittelente mit 
aufgesetzter Vorkammer durchgefiihrt. Als Katalysator diente 
nach Wieland hergestelltes Palladiumschwarz. Nachdem etwa 
15g in Eisessig aufgeschwemmter Katalysator in die Ente 
gebracht und mit Wasserstoff gesittigt waren, wurden 5 g 
Krgosterylacetat, gelést in einer Ather-Eisessigmischung, hinzu- 
gegeben und mit Wasserstoff geschiittelt. Die Hydrierung 
verlief anfangs sehr lebhaft, leB aber allmahlich nach und 
hérte schlieBlich ganz auf, nachdem 600 ccm Wasserstoff auf- 
senommen waren. Nun wurde neuer Katalysator in der Vor- 
kammer hydriert und dann unter Ausschlu8 von Luft in die 
Ente einflieBen gelassen; beim Schiitteln erfolgte eine neue 
Wasserstoffaufnahme, und zwar von 270 ccm. Im _ ganzen 
wurden also 870 ccm Wasserstoff absorbiert, wihrend sich fiir 
5 g Ergosterin und 3 Mol. Wasserstoff 850 ccm (15°, 754 mm) 
berechnen. Eine herausgenommene Probe des _hydrierten 
Materials zeigte nicht mehr die Salkowskische Farbenreaktion. 
Daraufhin wurde die Lésung vom Palladiumschwarz abgegossen 
und durch Erwirmen vom Ather befreit; das mittels Wasser 
ausgefallte Material wurde zunichst aus Hisessig, dann aus 
einer Mischung von Ather und Methylalkohol umkrystallisiert, 
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bis es konstant bei 103° schmolz. Das so erhaltene Ergosty|- 
acetat krystallisierte in schénen, weiBen Nadelchen und gal 
bei der Mikroanalyse die folgenden Zahlen: 

3,786 mg Substanz gaben 11,265 mg CO, und 3,77 mg H,O. 


C.9H;,0, Ber. C 80,36 °%/, H 11,75 °, 
Gef. ,, 80,17 45. 2a,f8 
Ergostanol. 


Um das freie Ergostanol zu bereiten, wurde der Kssig- 
siuereester eine Stunde mit 5°/, iger methylalkoholischer Kali- 
lauge gekocht; das Verseifungsprodukt wurde mit Wasser aus- 
gefillt und mehrmals aus einem Gemisch von Ather und 
Methylalkohol umkrystallisiert. Das so erhaltene Ergostano! 
krystallisierte in feinen Blattchen und schmolz bei 129°. 

Die Analyse des bei 100° bis zu konstantem Gewicht ge- 
trockneten Materials ergab folgende Zahlen: 

3,348 mg Substanz gaben 10,180 mg CO, und 3,86 mg H,0. 


C.,H,,0 Ber. C 83,43 °, H 12,45 %/, 
Gef. ., 82,92 » 12,81 
Ergostan. 


5 g trocknes Ergostanol wurden mit 2,8 g Phosphorpenta- 
chlorid verrieben; unter Entwicklung von Salzsiurenebeln ver- 
fliissigte sich die Masse und firbte sich dunkel; das Reaktions- 
produkt wurde mit Wasser iibergossen und mehrere Stunden 
auf dem Wasserbad digeriert; die gelb und kriimelig gewordene 
Masse wurde dann in einen Scheidetrichter gebracht und mit 
Ather durchgeschiittelt. Nach dem Verdunsten hinterblieb das 
Ergostylchlorid als allmahlich erstarrendes Ol, das ohne weitere 
Reinigung auf Ergostan verarbeitet wurde. Zu diesem Zweck 
wurden in einem Rundkolben 4,5 g des Rohmaterials in 100 ccm 
vollig trocknem Amylalkohol geiést; in diese Lésung wurden 
in kleinen Portionen 3g metall. Natrium eingetragen; dann 
wurde so lange gekocht, bis alles Natrium sich gelést hatte 
und nunmehr die amylalkoholische Lésung vorsichtig in warmes 
Wasser gegossen; die obere amylalkoholische Schicht wurde 
im Scheidetrichter abgehoben, der Amylalkohol mit Wasser- 
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dampf abgeblasen und der verbleibende Riickstand in Ather 
aufgenommen. Nach dem Verdampfen des Athers blieb ein 
gelbliches Ol zuriick, in dem sich allmihlich weiBe Krystalle 
bildeten. Das so erhaltene Reaktionsprodukt war aber nicht 
einheitlich, es enthielt in geringer Menge ungesittigte Stoffe, 
die sich augenscheinlich bei der Behandlung des Ergostyl- 
chlorids mit Natrium und Amylalkohol gebildet hatten. Darum 
wurde der gesamte Atherriickstand mit Essigs’ureanhydrid 
und etwas konz. Schwefelsiure iibergossen und die griin ge- 
wordene Lésung nach etwa zehn Minuten sehr vorsichtig mit 
Wasser vermischt. Hierbei schied sich das Ergostan fast rein 
aus, wahrend die aus den ungesittigten Verunreinigungen ge- 
bildeten Produkte in Lésung blieben. Das Ergostan wurde in 
Ather aufgenommen und aus der konz. Liésung mit Methy]- 
alkohol ausgefillt; das so erhaltene Material krystallisierte in 
schénen, weiBen Krystallblattchen und schmolz bei 71°; nach 
dreimaligem Umkrystallisieren war der Schmelzpunkt nur auf 
72—73° gestiegen. Nunmehr wurden diese Krystalle durch 
Umkrystallisieren aus heiBem Methylalkohol in drei Fraktionen 
zerlegt, die alle unverindert bei 72—73° schmolzen. Das 
Ergostan ist also rein; es ist leicht léslich in Ather und 
Chloroform, schwer léslich in absolutem Alkohol und in Methyl- 
alkohol. Kin Gemisch von Sitostan (Schmelzp. 85,5°) und 
Ergostan (Schmelzp. 72,5°) war nach vorherigem Erweichen 
und starkem Sintern bei 70° klar geschmolzen. Ein Gemisch 
von Pseudocholestan (Koprostan) vom Schmelzp- 69,5° und 
Krgostan vom Schmelzp. 72,5° sinterte von 57° ab und war 
bei 65° klar geschmolzen; ein Gemisch von Cholestan vom 
Schmelzp, 80° und Ergostan vom Schmelzp. 72,5° war nach 
vorherigem Sintern bei 67° klar geschmolzen. 


3,586 mg Substanz gaben 11,40 mg CO, und 4,18 mg H,0. 


C.,H,. Ber. C 87,01 °/y H 12.99 a 
Gef. ., 86,73 » 18,07 


0,0284 ¢ Substanz, in 10 cem Ather gelést, gaben im Dezimeterrohr 
einen Ausschlag von 23’. Hieraus berechnet sich 


[a]p* 2° = + 24,5°. 
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Ergostanon. 

0,3 g Ergostanol wurden in 95°/, iger Kssigsiure gelist; 
zu dieser Liésung, die auf einer Temperatur von 45° gehalten 
wurde, lieBen wir 0,3 g Chromsiureanhydrid in wenig Wasser 
gelést hinzutropfen und warteten, bis die Lésung einen rein 
grinen Farbenton angenommen hatte; darauf fillten wir das 
Oxydationsprodukt mit Wasser aus und ldsten es in viel Ather 
auf; die aitherische Lésung wurde zur Entfernung der bei der 
Oxydation gebildeten Siure mit verdiinnter Kalilauge durch- 
geschiittelt, dann abgehoben und getrocknet. Das nach dem 
Verdunsten des Athers zuriickbleibende Keton wurde mehrmals 
aus Ather-Methylalkohol umkrystallisiert, es fiel dann in feinen, 
weiBen Nidelchen aus, die bei 56—57° schmolzen. Das 
Ergostanon ist leicht léslich in Ather und Chloroform, schwer 
léslich in kaltem Methylalkohol, unléslich in Wasser. 





























Die Ausscheidung von Esterschwefelsiure beim Kaninchen 
nach Verfiitterung von Phenol, Bromphenol und Brombenzol. 
Von 


H. Rhede. 


Mit 1 Figur im Text. 
(Aus dem pharimakologischen JIustitut der Universitit Koénigsberg.) 


(Der Redaktion zugegangen am 7. September 1922.) 


In der ilteren Literatur finden sich zahlreiche Mitteilungen, 
die direkt oder indirekt das Problem der Atherschwefelsiure- 
synthese beriihren. Im Vordergrunde des Interesses stand das 
Bestreben, ein Antidot fiir die Phenolvergiftung zu finden 
Wenn auch diese Bemiihungen keinen praktischen Erfolg gehabt 
haben, so geht aus ihnen doch mit einiger Wahrscheinlichkeit 
hervor, daB viele der auf ihre entgiftende Wirkung gepriiften 
Schwefelverbindungen zur Synthese der Phenylschwefelsiure 
nicht verwendet werden kénnen. So stellte Tauber!) fest, 
daB Na,SO,, Na,S,0,, Na,S,0O,, C,H,NaSO,, Na,S,O, und 
Taurm gegen Phenolvergiftung gar nichts auszurichten ver- 
mégen, wihrend Gegengaben von Na,SO, bis zu eimem ge- 
wissen Grade antitoxisch wirkten. Da Tauber die Wirkung 
der angewandten Salze nur durch klinische Beobachtung der 
Versuchstiere feststellte, lieB sich nicht ohne weiteres sagen, 
worln in dem einen Falle die giinstige Einwirkung auf die 
Phenolvergiftung bestand und weshalb in den anderen Fallen 
eine giinstige Wirkung ausblieb. Nimmt man an, da8 die Ent- 
giftung durch schwefelhaltige Substanzen auf einer Uberfiihrung 
des Phenols in Phenylschwefelsiiure beruht, so wiirde man aus 
den Tauberschen Versuchen schlieBen diirfen, dab Na,SO,, 
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Na,S,O, usw. zur Phenylschwefelsiuresynthese im Gegensatz 
zu schwefligsauren Salzen ungeeignet seien. Kenji Kojo?) hat 
den Einflu8 von elementarem Schwefel sowie von Schwefelharn- 
stoff auf Phenol gepriift und aus seinen Versuchen geschlossen, 
daB einfacher Schwefel im Organismus schnell oxydiert werde 
und sich dann mit Phenol paaren kénne. Sato’) priifte mehrere 
schwefelhaltige Substanzen, kolloidalen Schwefel, Schwefelharn- 
stoff, Isithionsiure, Albumin und Cystin, die er gleichzeitig 
mit Phenol Kaninchen einverleibte. Wermehrung der Ather- 
schwefelsiure fand er nur nach Cystingaben. DaB Cystin in 
irgendeiner Form zur Bildung der Esterschwefelsiiure beitrigt, 
wurde von ihm nicht klar ausgesprochen. Schon deutlicher 
findet man diese Vermutung in einer Arbeit von Embden 
und Glissner*), als sie das Organ suchten, in dem die Ather- 
schwefelsiurebildung vor sich geht. Sie durchstrémten die 
einzelnen Organe, Lunge, Niere, Muskulatur und vor allem die 
Leber, die sie besonders fiir den Ort der Synthese hielten, mit 
Phenol und Cystinlésungen, ,da das Cystin wahrscheinlich die 
Muttersubstanz des Schwefels in der Atherschwefelsiiure dar- 
stellt“. Da aber der negative Ausgang ihrer Versuche ihren 
Vermutungen jegliche Beweiskraft nahm, haben sie dieser auch 
nur in einer kleinen Fuf8note ihrer Arbeit Erwihnung getan 
Jaffé®), Baumann und Preusse®), wie Friedmann’) fanden 
nach Cystinfiitterung und gleichzeitiger Verabfolgung von Brom- 
benzol eine Synthese von Brombenzol und Cystin zur Brom- 
phenylmercaptursiiture. Neben dieser Mercarptursiiure fanden 
Marriot und Wolf®) eine Vermehrung der Esterschwefelsiure. 
Sie nahmen an, daB ein Teil des Brombenzols zu Phenol um- 
gewandelt sei und dann als solches an Schwefelsiiure gebunden 
im Harn erscheine. Dieser Befund spriiche mit dem Sato- 
schen*) dafiir, daB Cystin bei der Synthese des Phenols zu 
Atherschwefelsiure eine Rolle spielt. Da nun andererseits 
durch die Entgiftungsversuche von Tauber?) die Unwirksamkeit 
von anorganischem Sulfat bei der Bekiimpfung von Phenol- 
vergiftung nachgewiesen ist, mu die Schwefelverbindung, die 
nach Cystinfiitterung und wohl auch unter physiologischen Be- 
dingungen mit Phenol sich verbindet, ein zwischen Cystein 
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und anorganischem Sulfat gelegenes Oxydationsprodukt dieser 
Aminosiure sein. Von den im Tierkérper aufgefundenen kime 
zgunichst Taurin in Frage, das nach Untersuchungen von 
Bergmann’) aus Cystin gebildet und dann zur Taurochol- 
siurebildung verwandt oder weiter verbrannt wird, oder wie 
Harding, Young’), Gross und Steenbock!}) nachwiesen, 
als Kreatinin im Harn erscheint. Ferner mufte an eine Bil- 
dung der Atherschwefelsiure mit Sulfit gedacht werden, wenn 
man beriicksichtigt, daf das Natriumsalz der schwefligen Saiure 
das einzige Mittel war, mit dem Tauber’) Phenolvergiftungen 
wirksam bekimpfen konnte. 


Kine systematische Nachpriifung und Ergiinzung der vor- 
liegenden Angaben erschien schon deshalb erforderlich, weil — 
wie erwihnt — in mehreren Arbeiten auf eine Vermehrung 
der Phenylschwefelsiiure nach gleichzeitiger Darreichung von 
Phenol und einer Schwefelverbindung nur aus dem Ergebnis 
von Entgiftungsversuchen geschlossen werden kann. Dazu 
kommt, da die bis jetzt vorliegenden Ergebnisse wegen der 
wechselnden Versuchsbedingungen der verschiedenen Unter- 
sucher untereinander schwer vergleichbar sind. Aui Anregung 
von Professor Hermann Wieland habe ich deshalb den Ver- 
such unternommen, durch die Bestimmung der Veriinderungen 
im Atherschwefelsiuregehalt des Harns phenolvergifteter Tiere 
nach Zufuhr verschiedener Schwefelverbindungen einen niheren 
Kinblick in den Mechanismus der Phenylschwefelsiurebildung 
zu gewinnen. Die Ergebnisse mit Cystin fiihrten dazu, auch 
Bromphenol und weiterhin Brombenzol in den Kreis der Unter- 
suchungen einzubeziehen. 


Als Versuchstiere dienten Kaninchen von einem Durchschnitts- 
gewicht von 3kg. Jedes Tier erhielt als Nahrung '/,) seines Korper- 
gewichtes an Runkeln, '/,). desselben an Hafer. Diese Kost wurde den 
Tieren jeden Morgen in der ganzen Menge vorgesetzt. Vor den eigent- 
lichen Versuchen, wiihrend eines liingeren Zeitabschnittes wurde das 
Kérpergewicht registriert. Dabei erwies sich die Nahrung als ausreichend ; 
ein Tier nahm sogar zeitweise bei dieser Kost zu. Spiter, im Verlauf 
der Monate dauernden Versuche nahmen die Tiere meist etwas an Ge- 
wicht ab, wie aus den Tabellen zu ersehen ist. Das Allgemeinbefinden 
blieb aber yon Anfang bis zu Ende der Versuche ungestért. Die Tiere 
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saBen einzeln in Stoffwechseltrichtern, so daB in den unter diesen sich 
befindenden Behiiltern der Urin aufgesammelt werden konnte. Ich be- 
gniigte mich damit, wie Sato’), Wohlgemuth") usw., 2tiigige Urin- 
mengen zu analysieren. Der Resturin wurde abgepreBt. In dem so ge- 
wonnenen Urin wurde dann nach der Methode von Folin die aus- 
geschiedene Menge von Sulfat- und Gesamtschwefelsiiure bestimmt; die 
Atherschwefelsiiure wurde indirekt aus der Differenz der beiden direkten 
Bestimmungen berechnet. Hin und wieder wurde sie auch direkt nach 
der ebenfalls von Folin angegebenen Methode bestimmt, als Kontrolle 
fiir die Richtigkeit der indirekt gefundenen Analysenzahlen. Jeder Be- 
stimmung liegen 3 Analysen zugrunde. Mit dieser Methode wurde etwa 
6—8 Tage hindurch die Normalausscheidung der Kaninchen bei der an- 
gegebenen Nahrung gepriift. Sobald sowohl beim einzelnen Tiere, wie 
auch bei den ‘l'ieren untereinander eine gewisse Konstanz der Sulfat- 
ausscheidung erreicht war, wurde die Vermehrung der Atherschwefel- 
siureausscheidung bestimmt, die auf Gaben von Phenol eintrat. Ge- 
geben wurde 0,2 g: 1 kg Kérpergewicht mit der Magensonde in a 
Lésung. Diese Dosis lag ziemlich weit von der tédlichen entfernt, die 
nach Ergebnissen von Tauber’) bei 0,55 und Duplay und Cazin") bei 
0,514 g pro Kilogramm Kaninchen gelegen ist. AuBer einer einige Male 
beobachteten leichten Erregung wurde das Phenol von den Tieren ohne 
auffallige Symptome vertragen. Nun wurde in einer weiteren Periode 
Phenol gegeben und dem Tier gleichzeitig die auf ihre Fihigkeit zur 
Estersynthese zu priifende Schwefelverbindung einverleibt, und zwar 
durch subcutane Einspritzung, um den Faktor der wechselnden Resorption 
aus dem Darm auszuschalten. Geprift wurden: Sulfat, Thiosulfat. 
Sulfit als Natriumsalze in 4°/, wiBriger Lésung, Cystin (anfangs aus 
Pferdehufen, spiter in gréBerer Reinheit und billiger aus RoB- und 
Menschenhaar dargestellt [E. Fischer™), Mérner™)] mit der eben aus- 
reichenden Menge 4°/,iger Sodalésung (1 g auf 30 ccm) in Lésung 
gebracht, Taurin (von der chemischen Fabrik Riedel in dankenswerter 
Weise zur Verfiigung gestelltes Priiparat) zu 4°/, in Wasser geldst. 
Von den Schwefelverbindungen wurde so viel gegeben, da8 3 Atome 
Schwefel auf ein 1 Molekiil Phenol kamen; nur bei Sulfit*) mu8te ich 
mich, der akuten Giftwirkung wegen, mit einer 2 Atomen entsprechenden 
Menge begniigen. Es wurden demnach folgende Gaben der einzelnen 
Priiparate auf 1 kg Kaninchen eingespritzt: Na,SO, 0,9 g, Na,S,O, 0,5 g, 
Na,SO, 0,53 g, Cystin 1 g, Taurin 1 g (etwas weniger als die verlangte 
Menge 1,04 g). Um die Einspritzung iibermiBiger Flissigkeitsmengen zu 
vermeiden, mu8ten ziemlich stark hypertonische Lésungen verwendet 
werden, ohne Schaden fiir die Versuchstiere. Dagegen kamen nach der 





*) Nach Pfeiffer’) ist 0,6 g:1kg Kaninchen tédlich; bei intra- 
veniser Injektion geniigen schon Gaben von 0,2 g:1 kg. 
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Injektion der Cystinlésung durch die Alkaliwirkung hin und wieder Ge- 
websschiidigungen und Hautnekrosen zur Beobachtung. Da ich bei 
Einspritzung der ganzen Sulfitmenge 2 Todesfille erlebte, teilte ich die 
Gesamtmenge in 3 Teile, die in Abstinden von 2—3 Stunden injiziert 
wurden, der erste sofort nach der Phenolgabe. Bei dieser Anordnung 
sind die stérenden Vergiftungserscheinungen unterblieben. AlJgemein- 
stérungen fanden sich nicht. Die von Wohlgemuth"), Blum") u. a. 
bei oraler Einyerleibung von Cystin beschriebenen Erscheinungen, Durch- 
fille usw. beobachtete ich nicht, dagegen war die FreBlust meistens am 
1. Tage etwas gestért. Jede der genannten Substanzen wurde an 3 Tieren 
— an einigen Tieren konnte dieselbe Substanz mehrfach untersucht 
werden — gepriift, so da die Ergebnisse sich auf wenigstens drei 
gut tibereinstimmende LKinzelbefunde sstiitzen. Die Bestimmung der 
Atherschwefelsiiureausscheidung ergab den MaSstab fiir die Verwert- 
barkeit der gepriiften Substanz zur Estersynthese. Bei einem Ansteigen 
der Atherschwefelsiiureausscheidung wurden die Bestimmungen so lange 
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fortgesetzt, bis die Analyse einer Zweitageportion wieder den Normal- 
wert der unvergifteten Tiere ergab. Bei Phenolgaben allein dauert es 
2 Tage (in einem Falle von 10 Versuchen 4 Tage); nach Einspritzung dey 
Schwefelverbindungen wurde diese Frist im allgemeinen beibehalten, 
aber nach Cystin und Taurin auf 4 Tage verliingert. 


Die Versuche sind im Anhang ausfiihrlich wiedergegeben. 
Die Durchschnittsergebnisse aus allen Versuchen sind in der 
folgenden Tabelle iibersichtlich zusammengestellt. Kine gra- 
phische Erlauterung gibt die vorstehende Figur, in der die 
Durchschnittswerte der Atherschwefelsiiureausscheidung  siimt- 
licher Tiere in Gramm wiedergegeben sind. Im _ folgenden 
sollen die Ergebnisse der einzelnen Versuche unabhingig von 
der Zeitfolge, in der sie angestellt wurden, zusammenfassend 
betrachtet werden: 


1. Normalwert der Atherschwefelsaure. 
Die zweitiigige Ausscheidung der Atherschwefelsiiure im 


Harn betrigt unter meinen Versuchsbedingungen durchschnittlich 
0,0448 g bei Grenzwerten von 0,0330 und 0,0560 g. Wohl- 


Atherschwefelséiureausscheidung 
in Gramm. 
(Aus Versuchen an demselben Tiere.) 


Durchschnittswerte fiir 


























Gesamt- 

durch- 
schnitt be- 
Kaninchen I II Ul IV V_ | zogen auf 
den Normal- 

wert = 1 

in g | 

bei normaler Kost 0,044510,045110,0441]0,0398 | 0,0505 0,0448 1 
nach Gaben von Phenol |0,1143]0,1192}%,1187] — |0,1175/0,1174 2,62 
Phenol + Na,SO, 0,0987}0,1086]0,1126] — — |]0,1066 | 2,38 
Phenol + Na,$,0, 0,1037}0,110710,1070} — — |0,1071) 2,39 
Phenol + Cystin . 0,2779]0,2410]0,2237] — | — 40,2475) 5,50 
Phenol + Taurin . 0,1711]0,1350] — |0,1408) — 40,1489) 3,32 
Phenol + Na,SO, . 0.2365) — — 0,1621)0,2285]0,2090| 4,66 
Bromphenol . 0,1456] 0,1800]0,1381]0,1058] — ]0,1288) 2,87 
Brombenzol . ; 0,1928]0,1796]0.1831] — — |0,1851 4,18 
Bromphenol + Cystin 0,0750]0,0900] 9 pgs! — — 0,0768 | 1,71 
Brombenzol + Cystin . |0.0953]0,1201]0,196¢6| — | — 09,1073) 2,39 
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gemuth!) findet bei einer Kost aus 300 g Mohrriiben und 
300 g Kohl geringe Werte, im Durchschnitt 0,0185, Grenzwerte 
0,0086 und 0,0386 g; Sato*) bei Verfiitterung von 600 g 
WeiBkohl an Kaninchen von 2800 g etwa mit den meinigen 
iibereinstimmende Werte: Durchschnittswert: 0,0442 g; Grenz- 
werte: 0,0293 g und 0,0550 g. Die Gesamtschwefelsiure 
betrigt im Durchschnitt 0,70 g bei allen Tieren; bei Kaninchen I 
durchschnittlich 0,59, Grenzwerte 0,55—0,68; bei II 0,73, 
Grenzwerte 0,65—0,89; bei III 0,78, Grenzwerte 0,70—0,90 g. 
Das Verhiiltnis der Atherschwefelsiiure zur Gesamtschwefelsaure 
liegt nahe bei 1:14. 


2. Atherschwefelsdure nach Phenol. 

Nach Gaben von 0,2 g Phenol: 1 kg steigt die zweitagige 
Ausscheidung der Atherschwefelsiurefraktion auf durchschnittlich 
0,1174 g; als Grenzwerte 0,0935 und 0,1360 g; das bedeutet 
eine Steigerung um 162°/, im Durchschnitt. Diese Vermehrung 
der Atherschwefelsiure geschah im wesentlichen auf Kosten 
der Sulfatschwefelsiiure, die Gesamtschwefelsiure blieb innerhalb 
der angegebenen Grenzen. Das Verhiiltnis der Atherschwefel- 
siure zur Gesamtschwefelsiure war verschoben und betrug 
durchschnittlich 1:6. Rechnerisch J4Bt sich feststellen, dafB 
etwa 12°/,*) des stomachal einverleibten Phenols als Ather- 
schwefelsiiure ausgeschieden werden. Dieselbe Zahl laBt sich 
aus den Satoschen Analysen ermitteln. 


8. Atherschwefelsiure nach Phenol -+- Na,SO,. 
Durch subcutane Einspritzung von Natriumsulfat beim 
phenolvergifteten Kaninchen wird die Ausscheidung der Ather- 
schwefelsiure nicht beeinfluBt. Die Bestimmung der Gesamt- 





*) Diese geringe Ausscheidung als Esterschwefelsiiure lied anfangs 
die Vermutung aufkommen, die Atherschwefelsiure kénne noch weiter 
abgebaut werden. Ich habe deshalb nach der Baumannschen"’) Vor- 


schrift phenylschwefelsaures Kalium dargestellt und bei 2 Tieren 


0,65 g:1 kg eingespritzt und dasselbe so gut wie quantitativ (81 und 
95°/)) in der Esterfraktion des Harns wiedergefunden. Christiani”), 
der einzige, der bisher die Frage behandelt zu haben scheint, hatte nur 
72°/, gefunden, aber auch quantitative Ausscheidung angenommen. 
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schwefelsiure ergibt, daB das eingespritzte Sulfat innerhalb 
zweier Tage quantitativ im Harn wieder erscheint. 


4, Atherschwefelsaure nach Phenol und Na,§,0.. 


Dasselbe negative Ergebnis hatten die Versuche mit 
Natriumthiosulfat. Dabei fand sich das Thiosulfat zu etwa 
60°/, im Harn wieder, der Rest war zu Sulfat oxydiert. Zu 
iibereinstimmenden Ergebnissen iiber das Verhalten von Thio- 
sulfat im Organismus war friiher schon Salkowski*) gelangt. 
— Das Ausbleiben einer Vermehrung des im Urin erscheinenden 
Phenols steht durchaus in Parallele mit den Ergebnissen 
Taubers}), der tédliche Phenolvergiftungen nicht mit Natrium- 
sulfat, noch mit Thiosulfat giinstig beeinflussen konnte. Auch 
Granstrém?!) und Christiani!’) konnten das Versagen des 
Sulfates bei Phenolvergiftung, Boix und Noé?’) des Thio- 
sulfates am Meerschweinchen bestitigen. Im gewissen Gegen- 
satze hierzu stehen Mitteilungen iiber giinstige Wirkung von 
Sulfaten bei Phenolvergiftungen von Hunden und Kaninchen 
(Cerna*’) wie auch von Menschen (Sonnenburg”*). Aber 
diese Versuche sind zu einer Zeit angestellt, wo die Giftdosis 
fiir Phenol noch nicht bekannt war; es ware denkbar, daB sich 
beide Autoren sehr phenolunempfindlicher Versuchsobjekte 
bedient hitten. Ahnliche Verhiltnisse dirften Marfori*) 
vorgelegen haben, als er bei gleichzeitiger Einfiihrung von 
Phenol und Schwefelsiure eine geringere Giftwirkung des 
Phenols beobachtete. Die Versuche von Bauman?), die er 
zum Beweise einer Synthese zwischen Phenol und Natriumsulfat 
anfiihrt, sind einer Beurteilung unzugianglich, da er keine Werte 
fir die Vermehrung der Atherschwefelsiure nach Phenolgaben 
allein angibt. 


5. Atherschwefelsiure nach Phenol und Cystin. 

Die Versuche mit Cystin ergaben eine Steigerung der 
-Atherschwefelsiureausscheidung auf durchschnittlich 0,2475 g; 
die Grenzwerte waren 0,2138 und 0,2779 g. Danach stieg die 
Ausscheidung um 450°, gegeniiber Normaltagen, um 210°/, 
gegentiber Phenoltagen. Nach der Berechnung wurden etwa 
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33°/, des eingefiihrten Phenols als Atherschwefelsiure ausge- 
schieden. Was die Steigerung der Atherschwefelsiuren selbst 
betrifft, so ergaben meine Versuche weit bessere Resultate und 
Unterlagen fiir die entgiftende Wirkung als sie Sato%) in seinen 
Analysen geboten wurden. Derselbe errechnete eine Vermehrung 
der Atherschwefelsiiure von 33,97°/, gegeniiber einfachen Phenol- 
tagen. Dabei hat er auf 0,6 g Phenol sogar 2,3 und 4 g Cystin 
hintereinander gegeben. Die Verabfolgung geschah mit der 
Magensonde, Offenbar wird nach dieser Art der Zufuhr ein 
groBer Teil der Aminosdiuren im Kot ausgeschieden.'*) — Das ein- 
gefiihrte Cystin wurde zu 65—85°/, als Schwefelsiure ausgeschieden. 
Rothera’%) fand in seinem Falle die Oxydation des Cystins zu 
Schwefelsiiure als vollstindig durchgefiihrt; diese Ansicht steht 
im Widerspruch mit den Versuchsergebnissen Bergmanns’®) 
und anderer!*), die finden, daB Cystin als Muttersubstanz des 
Taurins in der Leber zu Taurocholsiure synthetisiert wird und 
damit der Oxydation zu Schwefelsiure entgeht. 


6. Schwefelsdure nach Phenol und Taurin. 


Nach Einspritzung von Taurin zcigte sich in der ersten 
Harnportion so gut wie keine Vermehrung der Atherschwefel- 
siureausscheidung; vielmehr blieb diese weit hinter der an 
gewohnlichen Phenoltagen zuriick, sie war fast bis zu dem 
Werte des Normaltages gesunken. Die Sulfatschwefelsiure war 
auf ihrer durchschnittlichen Hohe vielleicht ganz gering ge- 
steigert. In der zweiten Harnportion machte sich dagegen 
eine immerhin deutliche Vermehrung der Atherschwefelsaure- 
ausscheidung geltend. Die ausgeschiedene Menge betrug — 
nach Verrechnung mit dem 1. und 2. Tage — durchschnittlich 
0,1489, schwankend zwischen 0,1350 und 0,1711 g. Die Mehr- 
ausscheidung gegeniiber der von Phenolgaben betrug 43°/,. 
Von dem eingegebenen Phenol wurden 17°/, ausgeschieden; 
ein solcher Ausschlag (gegeniiber den gewéhnlich ausgeschiedenen 
12°/,.) ist selbstverstandlich nicht groB genug, um im Ver- 
giftungsversuch iiberhaupt eine Wirkung zu zeigen. Deshalb 
ist es durchaus erklarlich, wenn Tauber?) bei seinen Ver- 
suchen mit Phenol keine entscheidende Wirkung bei Ver- 
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wendung des T'aurins als Gegengift sieht. Der Gesamtschwefel- 
siuregehalt verhielt sich in der 2. Portion ahnlich wie in der ersten. 


7. Atherschwefelsiure nach Phenol und Na,SO.. 


Die Menge der Atherschwefelsiiure nach Sulfiteinspritzung 
betrug im Durchschnitt 0,2090 g; als Grenzwerte 0,1595*) und 
0,2486 g. Es wurde 127°/, mehr, als die Mehrausscheidung 
an Phenoltagen betrigt, ausgeschieden. Das sonst zu 12°/, 
im Urin wieder als Esterschwefelsiure erscheinende Phenol 
wurde zu 27°/, gegeniiber 33°/) beim Cystin ausgeschieden. 

Dabei ist zu bedenken, daf die als Antidot gegebenen 
Mengen von Schwefel in Cystin‘und Natriumsulfit sich wie 
3:2 verhielten. Die Steigerung der Gesamtschwefelsiure im 
Urin betrug durchschnittlich 70°/,; nach Pfeiffer!*) wird etwa 
65°/, des Sulfites zu Sulfat oxydiert und erscheint als solches 
im Harn. 


Versuche mit Bromphenol und Brombenzol. 


Aus den bisher besprochenen Versuchen geht hervor, dai 
von den gepriiften Schwefelverbindungen nur Cystin und Sulfit 
zur Synthese der Phenylschwefelsiiure verwendet werden kénnen. 
Vom Cystin ist andererseits durch die ecingangs erwahnten 
Untersuchungen von Baumann) und Jaffé*) eine andere 
Synthese im Tierkérper bekannt geworden; die Bildung der 
p-Bromphenylmercaptursiure nach Verfiitterung zu Brombenzol. 

Eine unmittelbare Reaktion zwischen Brombenzol und der 
Sulfhydrylgruppe des Cysteins ist schwer vorstellbar; wahr- 
scheinlicher erscheint eine Bindung des Cysteins an intermediar 
gebildetes p-Bromphenol etwa nach folgendem Schema. 


—s i 
B= Non +. HS- CH, - CH - NH,COOH 


ee 


4s on 
eeraee Br? Ve 
pe i.” 


S * CH, . CH ® NH, * COOH 
=. bf \sou, .CH-NH,- COOH. 


*) Das Kaninchen, das diesen Wert hatte, wog nur 2500 g. 
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Es schien nun von Interesse, einmal diese Auffassung 
durch Vergleichung der Ausscheidungsverhiltnisse von Brom- 
benzol und p-Bromphenol auf ihre Richtigkeit zu priifen und 
ferner zu untersuchen, wie sich das Bromphenol bei gleich- 
zeitiger Darreichung von Cystin verhialt. 

Die Versuchsanordnung war die gleiche wie bei den Phenol- 
versuchen. Bromphenol und Brombenzol wurden per os ge- 
seben, ersteres mit der Magensonde als 1°/, ige Lésung, letzteres 
wegen seiner Unldslichkeit in Gelatinekapseln. Fiir jede Ver- 
suchsperiode wurde jedesmal 0,2 g:1 kg Kérpergewicht gewahlt, 
was auf iiquimolekulare Mengen berechnet etwa die Hialfte 
von Phenol ausmacht. Vergiftungserscheinungen fehlten. Cystin 
wurde in der oben beschriebenen Weise 0,5 g:1 kg Kaninchen 
eingespritzt. Dabei waren die Sulfatverhiltnisse im Harn schon 
in der zweiten Pericde, also am 3. und 4. Tag, wieder normal, 
sowohl nach Darreichung der Bromderivate allein, wie auch in 
der Kombination mit Cystin, letzteres im Gegensatz zu den 
Phenol-Cystinversuchen. 


8. Atherschwefelsiure nach Bromphenol oder Brombenzol. 


Nach Bromphenolgaben stieg die Atherschwefelsiure von 
dem Normalwert 0,0448 auf 0,1288 g (Grenzwerte 0,1058 und 
),1456 g). Wahrend von gewéhnlichem Phenol 12°/, als Ester- 
schwefelsiiure im Harn erscheinen, ergibt die Rechnung, dab 
nach Verfiitterung von Bromphenol eine Vermehrung der Ester- 
fraktion auftritt, die einer Veresterung von 25°/, des Brom- 
phenols entspricht. Ob die “SO, dieser Fraktion an Brom- 
pheno] oder an Phenol, bzw. Hydrochinon gebunden war, mu8 
vorliufig dahingestellt bleiben. — Ganz entsprechend verhielt 
sich die Ausscheidung der Atherschwefelsiure nach Brombenzol: 
Durchschnittswert 0,1851; Grenzwerte 0,1928 und 0,1796 g; 
hier ist die Vermehrung dieser Fraktion sogar eher noch 
stiirker ausgesprochen. Die Steigerung der Atherschwefelsiure 
betrug gegeniiber Normaltagen 313°/,, gegeniiber Phenoltagen 
98 °/,, gegeniiber Bromphenoltagen 43 °/,. Diese Mehrausscheidung 
deutet darauf hin, daB etwa 39°/, des eingegebenen Brombenzols 
verestert wieder ausgeschieden sind. Sowohl bei Bromphenol- 
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wie bei Brombenzolfiitterung zeigte sich auBerdem eine leichte 
Vermehrung der Sulfatschwefelsiureausscheidung; wihrend sie 
sich beim Brombenzol an der oberen Grenze der Normalwerte 
bewegte, war die Vermehrung beim Brombenzol 20—25°, 
iiber dem Normalmittelwert. 


9. Atherschwefelsaure 
nach Bromphenol oder Brombenzol -+- Cystin. 


Diese Versuche hatten das auffillige Ergebnis, dab nun- 
mehr, wo Cystin zur Verfiigung stand, die Ausscheidung der 
Atherschwefelsiiure nicht anstieg, sondern auf einen niedrigen 
Wert fiel, ganz im Gegensatz zu den Versuchsergebnissen mit 
nicht substituiertem Phenol. Der Wert fiir Bromphenol-Cystin 
betrug 0,0768 g (Grenzwerte: 0,0656 und 0,0900 g), fir Brom- 
benzol-Cystin 0,1073 (Grenzwerte 0,0953 und 0,1201 g). Demnach 
sind nur 9°/, des dargereichten Bromphenols, 17°/, des Brom- 
benzols als Esterschwefelsiure ausgeschieden. 

Die Berechnung der Gesamtschwefelsiiureausscheidung lieB 
erkennen, daB bei der Kombinatien von Bromphenol-Cystin 
etwa 8—12°/, des Cystins als Sulfatschwefelsiure im Harn 
erscheinen, wahrend nach Phenol-Cystingaben 33°/, als Sulfat- 
schwefelsiure ausgeschieden wurde. Die Werte beim Brom- 
benzol-Cystin lagen zwischen 10 und 30°. 

Die Versuche mit den Bromderivaten lassen einmal eine 
enge Ubereinstimmung zwischen dem Verhalten von Brombenzol 
und Bromphenol im Organismus erkennen; dadurch findet die 
oben geaiuBerte Anschauung, nach der Brombenzol im Tier- 
kérper in p-Bromphenol umgewandelt wird, eine gute Stiitze. 
Der exakte Beweis — Identifizierung und quantitative Be- 
stimmung der nach Bromphenol und Brombenzol im Harn 
ausgeschiedenen Produkte — konnte nicht erbracht werden, 
weil solche Versuche, die mit Aussicht auf Erfolg nur am Hund 
ausgefiihrt werden kénnen, bisher duferer Schwierigkeiten 
wegen unterbleiben muBten. 

Der merkwiirdige Unterschied in der Ausscheidung der 
Atherschwefelsiure nach Fiitterung von Phenol einerseits, von 
Bromphenol und Brombenzol andererseits, wenn gleichzeitig 
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Cystin verabfolgt wird, muB genauer betrachtet werden. Wir 
finden in runden Zahlen die in der Ubersichtstabelle an- 
gegebenen Werte. 
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dung in 2 Ta- 
gen in g .. . |0,0448] 0,1174 | 0,2475 | 0,1288 | 0,0768 | 0,1851 | 0,1073 
Steigerung in 
°/, des Nor- 
malwertes .. 0 162 452 187 71 313 139 























Wir miissen annehmen, da die zur Veresterung des 
Phenols erforderliche SO,-Menge in erster Linie dem beim 
Abbau von Kérper- und Nahrungseiweib*) verfiigbar werdenden 
Schwefel entstammt. Findet man nach Einspritzung von Cystin 
eine Steigerung der Atherschwefelsiurebildung, so darf man 
wohl annehmen, daB das Mehr an SO, von dem Cystin ge- 
liefert worden ist. Nach Verfiitterung der Bromderivate wird 
das zur Veresterung erforderliche SO, ebenfalls aus Bestinden 
des Kérpers geliefert; die Abnahme der Atherschwefelsiure- 
ausscheidung nach Cystineinspritzung zeigt an, daB die Amino- 
siure in diesem Falle nicht zur Lieferung des SO, heran- 
gezogen wird. Nach allem, was iiber diese Frage bekannt ist, 
miissen wir annehmen, daB das halogenierte Phenol nunmehr 
mit Cystein gepaart als Mercaptursiure den Ké6rper verlabt. 
Fiir Brombenzol war durch Versuche von Thomas **) und Kapf- 
hammer?) bekannt, daB es nur mit per os oder subcutan 
zugefiihrtem Cystein (bzw. Cystin) sich zu paaren vermag, nicht 
mit dem Cystin der EiweiBreserven des Kérpers, und Thomas 
hat daraus geschlossen, daB beim Abbau des EiweiBes kein 





*) Die Schwefelzufuhr mit der Nahrung ist sicher gering, wenn 
sich auch mangels Literaturangaben absolute Zahlen nicht aufstellen 
lassen; sie kann bei den folgenden Betrachtungen unberiicksichtigt bleiben. 
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freies Cystin auftritt. Nach dem Ergebnis meiner Versuche 
kann man dem noch hinzufiigen, daB der Schwefel des Cystins 
offenbar schon im Verband des EiweiBmolekiils oder gréBerer 
Bruchstiicke eine Oxydation erleidet. Die Tatsache, da8B nach 
Cystinfiitterung die Ausscheidung der Esterschwefelsiure sinkt, 
bereitet der Erklirung gewisse Schwierigkeiten. An sich wiire 
wohl denkbar, da8 nunmehr zwar ein Teil des reichlich vor- 
handenen Bromphenols als Mercaptursiure abgeht, aber trotz- 
dem die Vorrite reaktionsfahigen Schwefels vom Organismus 
zur Bildung von Esterschwefelsiure in demselben Betrag wie 
in den Versuchen ohne Cystin verwendet werden. 

DaB aber tatsichlich in beiden Fillen die Mengen ge- 
paarten — an SO, oder Acetylcystein — gebundenen Phenols 
annahernd die gleichen sind, scheint dafiir zu sprechen, daf 
von dem eingefiihrten Bromphenol nur ein bestimmter Teil 
(6—12°/,) zur Bindung an Schwefel verfiigbar ist. Sehen wir 
davon ab, daB geringe Mengen Phenol unverindert durch die 
Lunge oder Nieren ausgeschieden werden kénnen, so stehen 
dem Phenol 3 Wege offen: Es kann vollig oxydiert werden, 
es kann an Glykuronsaéure oder an Schwefelsiiure, bzw. Cystein 
gebunden werden. Die Fiahigkeit des Organismus, Phenole zu 
verbrennen, ist eng begrenzt; wieviel er an einen Paarling zu 
binden vermag, hiingt u. a. davon ab, welche Mengen desselben 
ihm zur Verfiigung stehen. Damit finden die Versuche von 
Bela von Fenyvessy?’*) ihre Erklirung, der nach Phenol- 
gaben von 0,5 g die gleiche Menge als Atherschwefelsiiure im 
Harn wiederfand, als wenn er nur 0,3 g Phenol einverleibt 
hatte. Ob nun die Hauptmenge der Phenole an Glykuronsiure 
oder an Schwefelsiiure gebunden den Organismus verliBt, das 
wird im wesentlichen dadurch beeinfluBt werden, in welchen 
Mengen der eine oder andere Paarling zu Gebote steht. In 
meinen Versuchen, bei einer kohlehydratreichen Kost war ver- 
mutlich die Glykuronsiuresynthese begiinstigt, so daB vom 
Bromphenol nur ein kleiner Bruchteil entweder zur Bildung 
von Esterschwefelsiure oder von Mercaptursiure verwendet 
werden konnte. 

Die Quelle des Schwefels im Organismus stellt im wesent- 
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lichen das Cystein dar. Diese Aminosiure kann entweder als 
solche zur Paarung mit Phenolen verwendet werden — Mer- 
captursiure — oder nach vorausgegangener Oxydation — 
Phenylschwefelsiure. Beim einfachen Phenol wird im wesent- 
lichen der 2. Weg beschritten, beim Bromphenol wird die 
Mercaptursiurebildung bevorzugt, wenn Cystin zur Verfiigung 
steht; sonst wird auch hier der Ester gebildet. Ob es der 
stiirker saure Charakter des Hydroxyls im Bromphenol ist, der 
es zur Veresterung weniger geschickt macht, wird sich durch 
weitere Versuche entscheiden lassen, bei denen der Phenol- 
komponente des ausgeschiedenen Esters das Hauptaugenmerk 
zuzuwenden wire. 

Unter den untersuchten Stoffen hat sich neben Cystin nur 
noch Sulfit als fihig erwiesen, die Bildung von Phenolschwefel- 
siure zu steigern. Ob nun unter physiologischen Bedingungen 
anorganisches Sulfit es ist, das sich mit Phenol verestert und 
nachtriglich oxydiert wird, wie Tauber und Himaliinen?) 
annehmen, oder ob ein dem Cystein niherstehendes Oxydations- 
produkt, etwa die Sulfinsiiure, SO,H-CH,-CH-NH,-COOH, es 
ist, die sich mit Phenolen paart, wird sich durch weitere Ver- 
suche entscheiden lassen. 


Zusammenfassung. 


1. Unter konstanten Versuchsbedingungen finden sich im 
Harn von Kaninchen nach Phenolgaben von 0,2 g:1 kg 12°/, 
bei gleichzeitiger Zufuhr von Cystin 33°/,, von Taurin 17°/, 
und von Na,SO, 27°/, des Phenols als Atherschwefelsiure. 

Anorganisches Sulfat und Thiosulfat haben keinen EinfluB 
auf die Ausscheidung der Atherschwefelsiure. 

2. Bromphenol verhilt sich im Stoffwechsel wie Brom- 
benzol. Daraus liBt sich schlieBen, daB die Verarbeitung des 
Brombenzols mit der Oxydation in Parastellung beginnt. Beide 
Stoffe erscheinen zu einem groBen Teile als Esterschwefelsiure 
im Harn, nach gleichzeitiger Cystingabe dagegen als Mercap- 
tursaure. 
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Anhang. 


Versuchsprotokolle. 
Kaninchen I. 











Korper- 


Urin- 



































Datum SO,-Ausscheidung in g 
sane gewicht | menge J—-—-—_____.__________. 
in g in ccm | Gesamt-SO, | Sulfat-SO, | Ather-SO, 

ARIS — ——— _— — — oar iain = : a nnn en r ———— 
26.—28, I. 3190 385 0,6557 | 0,6136 0,0421 
28.—30. I. 560 0,6553 0,6023 0,0530 
30. I.—1. IL. 340 0,5008 0,4693 0,0315 

| 
Phenol 0,62 g per os. 
1,—3. II. 3100 560 0,6755 0,5860 0,0895 
3.—5. IL. 530 0,8178 0,7301 | 0,0877 
5.—T. IL. 400 0,6142 0,5510 | 0,0632 
Phenol 0,6 g per os + Na,SO, 2,7 g subcutan. 

14.—16. II. 3000 400 2,3781 2.2794 0,0987 
16.—18. II. 250 0,6201 0,5979 0,0322 
Phenol 0,6 g per os + Na,§,0, 1,5 g subcutan. 

(8.—20. II. 500 1,1604 1,0567 0,1037 
20.—22. IT. 410 0,6810 0,6235 0,0575 
Phenol 0,6 g per os. 

22.—24. IT. 300 0,6836 | 0,5901 | 0,0985 
24,—26. IT. 400 0,4918 0.4473 | 0,0445 
Phenol 0,62 g per os + Cystin 3,1 g subcutan. 
26.—28. IT. 3100 350 1,3943 1,1993 | 0,1950 
28. II1.—2. III. 200 0,8429 0,7155 | 0,1274 
2,—4. III. 300 0,2810 0,2385 | 0,0425 
9.—11. III. 400 0,5400 0,4899 | 0,0501 
Phenol 0,64 g per os. 

11.—13, ITI. 3200 400 0,7833 0,6666 |! 0,1167 
13.—15. III. 375 0,6463 | 0,6011 0,0452 
Bromphenol 0,64 g per os. 

27.—29, III. 320 0,8540 | 0,7084 0,1456 
29,—81. III. 500 1,1348 1,1028 0,0320 
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K6rper- | Urin- 



























































SO,-Ausscheidung in g 











Datum ; 
" gewicht | menge. ——___. st ; 
1922 in g in cem | Gesamt-SO,  Sulfat-SO, | Ather-SO, 
Bromphenol 0,64 g per os + Cystin 1,6 g subcutan. 

31. I1I.—2.1V.| 3200 400 0,9816 0,9066 | 0,0750 
2.—4. IV. 200 0,6880 0,6355 | 0,0500 
Brombenzol 0,64 g per os. 

20.—22. IV. 3200 400 1,1238 | 0,9310 0,1928 
22.—24. LV. 875 0,8610 | 0,8247 0,0363 
Brombenzol 0,64 g per os + Cystin 1,6 ¢ subcutan. 
24,—26. 1V. 360 1,4063 1,3110 | 0,0953 
26,—28. IV. 500 1,1645 1,1069 | 0,0576 
Phenol 0,6 g per os + Taurin 3,0 g subcutan. 

13.15. VI. | 3000 450 0,77538 0,7116 0,0639 
15.—17. VI. 275 0,7288 0,5771 0,1517 
17.—19. VI. 325 0,5580 0,5240 0,0340 
Phenol 0,62 g per os + Na,SO, 1,6 g subcutan. 

19.—21. VI. | 3100 850 1,7143 | 1,4657 | 0,2486 
21.—28. VI. 525 0,5851 | 0,5400 | 0,0451 
Phenol 0,62 g per os + Na,SO, 1,6 g subcutan. 

23.—25. VI. 425 1,7208 1,5064 0,2144 
25.—27. VI. 525 0,6011 0,556] 0,0450 
Kaninchen II. 

28.— 30. I. 2800 885 0,6502 | 0,5983 | 0,0519 
80. IL—1. IL. 365 0,7546 | 0,7447 0,0399 
1.—3. I. 450 0,9293 0,8647 0,0646 
Phenol 0,56 g per os. 

3.—5. II. 400 0,6340 0,5066 | 0,1274 

5.—7. IL. 400 0,72038 , 0,6708 | 0,0495 

16,—18. II. 300 0,7772 | 0,7262 | 0,0510 
Phenol 0,52 g per os. 

18.— 20. II. 2600 300 0,6257 0,5146 0,1111 
20.—22. II. 400 0,6653 0,6204 0,0449 
Phenol 0,52 g per os + Na,SO, 2,3 g subcutan. 

22.—24. II. 360 2,1747 | 2,0651 | 0,1086 
24,—26. II. 300 0,4872 0.4414 | 0,0458 
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Datum Korper- | Urin- SO siecheaceaniaiaetibn in g 
sone gewicht means 1 ——... = 

in g in ccm Gesamt $0, r-SO, 

neat 0,59 g per errs 18¢e ‘iaceeaa. 
26.—28. II. 2550 j 350 | 0,9085 0,7978 0,1107 
28. II.—2. III. 350 0,5743 | 0.5191 0,0552 

Phenol 0,51 g per os + Cystin 2,5 g subeutan. 
2.—4. III. 2550 350 1,1071 0,9808 0,1763 
4.—6. IIL. 450 1,1788 1,0690 0,1098 
6.—8. III. 300 0,8406 0,7906 0,0500 
19.—21. III. 485 0,7473 0,7095 0,0378 

Bromphenol 0,5 g per os. 

21.—23. 111. | 2460 350 | 1,0719 0.9455 | 0,1264 
23.—25. III. 400 0,6477 0,6036 0,044 1 
C,H;KSO, 1,6 g subeutan. 

29. III.—1. IV. 350 1,3168 0,5891 | 0,7277 
1.—3. IV. 320 0,7028 0,6419 | 0,0609 
Bromphenol 0,5 g per os + Cystin 1,25 g subcutan. 
3.—5. IV. 400 0,8971 0,7966 | 0,1004 
5.—7. IV. 500 0,9289 | 0,8981 0,0308 
Bromphenol 0,5 g per os. 

Lim QTV. 350 0,7854 | 0,6518 0,1336 
9.—11. IV. 250 0,8000 | 0,7654 0),0346 
Bromphenol 0,5 g per os + Cystin 1,25 g subcutan. 
11.—13. IV. 2450 275 0,9535 0,8738 0,0797 
13.—15. IV. 250 0,7119 0,6790 0,0329 
Brombeunzol 0,5 g per os. 

15.—17. IV. 375 0,8380 0,6584 0,1796 
17.—19. IV. 340 0,8243 0,7857 0,0386 
Brombenzol 0,5 g per os + Cystin 1,25 g subcutan. 
19.—21. IV. 2500 360 0,9035 | 0,8159 | 0,0871 
21.—23. IV. 225 0,8962 0,8177 | 0,0785 
13.—15. VI. | 2600 500 0,5525 | 0,5125 | 0,0400 
Phenol 0,52 g per os + Taurin 2,6 g subcutan. 
15.—17. VI- 400 0,7955 |! 0,7174 0,0781 
17.—19. VI. 275 0,6767 0,5747 0,1020 
19.—21. VI. 425 0.6121 | 0,5619 0,0502 
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Kaninchen III. 






33° 










































































_——— Korper- | Urin- SO,-Ausscheidung in g 
one AIRE 1 WINE Frc innit . 
” in g | in cem | Gesamt-SO, | Sulfat-SO, | Ather-SO, 
26.—28. I 3240 385 0,6814 0,6415 0,0399 
28.—30. I 365 0,6129 0,5793 0,0336 
Phenol 0,65 g per os. 
30, L—1. I. | | 560 |  0,8857 0,7710 0,1147 
Phenol 0,65 g per os. 
1.~8. IL | 3290 420 | 0,5660 | 0,4300 0,1360 
3.—5. IL. 350 0,6639 | 0,6265 0,0374 
| 
—_—_—- ied oe | — os 
16.18. IT, | 3400 | 485 0,7473 | 0,7095 0,0378 
Phenol 0,68 g per os. 

18.—20, IL. 250 0.5326 0,4107 | 0,1219 
20,—22, II. 400 0.9178 | 0,8485 | 0,0693 
Phenol 0,68 g per os + Na,SO, 3g subcutan. 

22,—24. II. 3400 500 2.8167 | 2,7041 0,1126 
24,—26, IL. 420 0,7687 0,7190 0,0497 
Phenol 0,68 g per os + Na,S$,0, 1,7 g subcutan. 
26.—28. II. 400 1,0233 0,9163 | 0,1070 
28. I1.—2. III. 300 1,1584 1,0913 0,0671 
2.—4. III. 350 0,7284 0,6732 | 0,0552 
Phenol 0,66 g per os + Cystin 3,3 g subcutan. 

4.— 6, IIL. 3300 300 1,1518 0,9856 | 0,1662 
6.— 8, IE. 400 0,7473 0,6556 | 0,0917 
8.—10. III. 450 0,5442 05021 | 0,0421 
Phenol 0,66 g per os. 

10.—12. IIL. 500 0,8730 0,7553 0,1187 
123.—14, Ef. 350 0,8443 0,7900 0,0548 
Bromphenol 0,66 g per os. 

14.—16. IIL. | 3800 400 1,0271 | 0,8857 | 0,1424 
16.—18. III. 420 0,9627 0,9111 | 0,0516 
C,H, KSO, 2,1 g subcutan. 

19.—21, III. 400 1,3738 0,6038 | 0,7700 
21.—23. TIL. 420 1,0182 0,9339 | 0,0743 
23.—25. III. 410 06500 | 0,6029 | 0,0471 

Hoppé-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXXIV. 3 
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oy Korper- | Urin- SO,-Ausscheidung in g 
geet | mexge | 
1922 : ° : | ‘ : | ; 
in g in ecm | Gesamt-SO, | Sulfat-SO, | Ather-SO, 


Bromphenol 0,66 g per os + Cystin 1,95 g subcutan. 


25,—27, III. 3300 400 0,9482 0,8826 0,0656 

27.—29. III. 300 0,8443 0,7900 0,0543 

11.—13. IV. 430 0,6557 , 0,6136 0,0421 
Bromphenol 0,66 g per os. 

13.—15. LV. 425 0,9688 0,8350 0,1338 

15.—17. IV. 300 0,9802 0,9191 0,0611 

17.—19. IV. 200 0),7423 0,6926 0,0497 
Brombenzol 0,66 g per os. 

19.—21. IV. 250 | — 0,8100 0,6269 0,1831 

21.—23. IV. 375 | 0,8060 0,7610 0,0450 





Brombenzol 0,64 g per os + Cystin 1,6 g subcutan. 




















23.—25. IV. 3200 325 1,4580 1,3514 0,1066 
25.—27. IV. 420 1,0843 1,0283 =, 00,0560 
1—5. VY. 480 | 0,6666 0,6227 | 0,0439 
Phenol 0,64 g per os + Cystin 3,2 g subcutan. 
3.—5. V. | 450 | 1,4899 | 1,3040 | 0,1859 
gto. 330 0,8076 0,7168 | 0.0908 
fone | 350 | 0,8613 0,8085 0,0528 
Kaninchen IV. 
21.23.11. | 2340 | 320 | 0,6834 | 0,6419 | 0,0415 
Bromphenol 0,47 g per os. 
23.—25. III. 320 0,5725 0,4833 0,0892 
25.—27. ILI. 250 0,6888 0,6322 0,0566 
13.—15. IV. 300 0,4483 0,4118 0,0365 
Phenol 0,48 g per os + Taurin 2,4 g per os. 
15.—17. IV. 2400 | 400 | 0,7319 0,6584 0,0735 
17.—19. IV. $25 0,7168 0,6097 0,1071 
19,—21. IV. | | 400 0,6724 0,6309 0,0415 











Die Ausscheidung von Esterschwefelsiiure beim Kaninchen usw. 





35 








Datum Korper- | Urin- SO,-Ausscheidung in g 


1922 





grote | wee tee 


in g in ccm | Gesamt-SQ, | Sulfat-SO, | Ather-SO, 








Phenol 0,48 g per os + Na,SO, 1,3 ¢ subeutan. 





bt. BY, 2400 500 1,2629 1,0981 
1.—9. IV. 250 0,5925 0,5524 
Phenol 0,48 g per os + Na,SO, 1,3 g subcutan. 
9.—11. IV. 450 1,5188 1,3593 
11.—13, IV. 300 0,5777 0,5383 
Kaninchen V. 
13.-15. VI. | 3000 | 300 | 08180 | 0,7605 | 
Phenol 0,6 g per os. 
15.~-17, VL 350 0,7205 0,6030 
17.—19. VI. 400 0,8040 0,7611 
Phenol 0,6 g per os + Na,SO, 1,6 ¢g subcutan. 
19.—21. VI. | 3000 500 1,7657 1,5216 
21.—23. VI. 450 0,8756 0,8225 
Phenol 0,6 g per os + Na,SO, 1,6 ¢ subcutan, 
23.—25, VI. | 250 1,7248 1,5118 
25,.—27. VIL 815 0,8110 0,7684 


mdm GW DO — 


er 
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Uber Keratin. 
If. Mitteilung. 


Von 


A. Heiduschka und E. Komm. 





{Aus dem Laboratorium fir Lebensmittel- und Girungschemie 
der Techn. Hochschule Dresden.) 


(Der Redaktion zugegangen am 26, August 1922.) 


In der ersten Mitteilung’) ist eine neue Methode zur 
Spaltung von Keratin beschrieben worden. Die dabei ent- 
stehenden Spaltungsprodukte wurden nun auf ihre Zusammen- 
setzung untersucht. 

Zunichst priiften wir die Kigenschaften des erhaltenen 
Produktes und stellten dabei fest, da die gespaltene Horn- 
substanz, mit Wasser im Verhiltnis 1+ 1,5 behandelt, eine 
homogene Masse bleibt, wiihrend bei einem weiteren Wasser- 
zusatz ein Teil gelést wird und ein anderer Teil ungelést 
hinterbleibt. Der hinterbleibende Riickstand wurde auf sein 
Verhalten zu verschiedenen Agenzien gepriift. Er enthielt im 
Vergleich zur abgebauten Hornsubstanz gréBere Schwefel- 
mengen. Beim Ansiuern des in Wasser gelésten Anteils mit 
Salzsiure fiel ein Niederschlag aus, der seinem Verhalten nach 
als Syntonin anzusprechen ist. Alle mit der Hornlésung?) 
angestellten iiblichen EiweiBreaktionen wiesen darauf hin, daB 
in ihr die héheren EiweiBabbauprodukte — die Peptone — 
als wesentlichster Bestandteil vorhanden sind. 

Wokl als erster zeigte G. MeiBner’*), daB sich bei der 
partiellen KiweiBhydrolyse mehrere verschiedene Abbauprodukte 
bilden. 





) Diese Zs. Bd. 121, S. 221 (1922). 
*) Mit ,,Hornlésung“ bezeichnen wir der Kiirze wegen in Zukunft 
den in Wasser gelésten Teil der gespaltenen Hornsubstanz. 


8. G. MeiBner, Zs. f. rat. Med. III, Reihe 7, S. 1 (1859). 
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W. Kiihne’), R.H. Chittenden”), ferner R. Neumeister’), 
J. A. Hartwell‘), Hart’), L. B. Mendel’), Percy Bolton’, 
Goodwin®), Solley®) erreichten dann die Trennung der bei 
der partiellen Hydrolyse — bei ihren Untersuchungen im be. 
sonderen durch die EKinwirkung des Pepsins — entstehenden 
Produkte durch Aussalzen mit verschiedenen Salzen. W.Kiihne 
bezeichnet als ,echte“ Peptone die durch Ammonsulfat nicht 
aussalzbaren. ,,Primire“ Albumosen nannte er die durch 
Ammonsulfat und Natriumchlorid aussalzbaren Fraktionen, 
Deutero- oder sekundire Albumosen die nur durch Ammon- 
sulfat, aber nicht durch Natriumchlorid aussalzbaren. Das syste- 
matische Studium der SalzeiweiBfillungen nimmt mit den Ar- 
beiten von F. Hofmeister), Lewith"), G. Kauder?’), Pohl!") 
und W. Reye'*) iiber die Salzwirkungen auf EiweiBkoérper 
seinen Anfang und forderte durch die Anwendung der gleichen 
Methode durch E. P. Pick '®) und E. Zunz?*) die Fraktionierung 





') W. Kiihne, Verh. d. naturhist.-med. Ver. Heidelberg. N. F. 
Bd. 8, S. 286 (1885); Zs. Biol. N. F. Bd. 11, &1 u. 308 (1892), N. F. 
Bd. 12, S. 221 (1894). 

4) W. Kiihne u. R. H. Chittenden, Zs. Biol, N. F. Bd. 1, 8S. 159 
(1883), N. F. Bd. 2, S. 11 (1884), N. F. Bd. 4, S. 409 u. 423 (1886), N. F. 
Bd. 7, 8. 358 (1889). 

5) R. Neumeister, Zs. Biol. N. F. Bd. 5, 8. 381 u. 402 (1887), N. F. 
Bd. 6, S. 267 (1888), N. F. Bd. 8, S. 335 (1890). 

*) Chittenden-Hartwell, Jl. of Physiol. Bd. 11, 8. 485 (1890) 
u. Bd. 12, S. 12 (1890). 

5) Chittenden-Hart, Zs. Biol. N. F. Bd. 7, S. 368 (1889). 

6) Chittenden-Mendel, Jl. of Physiol. Bd. 17, S. 48 (1895). 

7) Chittenden-P. Bolton, Berl. Ber. Bd. 21, S. 447 (1888). (Ref.) 

8) Chittenden-Goodwin, Jl. of Physiol. Bd. 12, S. 34 (1891). 

*) Chittenden-Solley, Jl. of Physiol. Bd. 12, 8. 23 (1891). 

1) F, Hofmeister, Arch. f. exper. Pathol. u. Pharmakol. Bd. 24, 
247 (1887), Bd. 25, S. 1 (1888). 

11) Lewith, Arch. f. exper. Pathol. u. Pharmakol. Bd. 24, 8S. 1 (1887). 

2) G. Kauder, Arch. f. exper. Pathol. u. Pharmakol. Bd 20, 8. 411 
(1886). 

18) J. Pohl, Arch. f. exper. Pathol. u. Pharmakol. Bd. 20, S$. 426 (1886). 

4) W. Reye, Dissertation StraBburg 1898. 

15) E. P. Pick, Diese Zs. Bd. 24, S. 246 (1898). 

6) E. Zunz, Diese Zs. Bd. 27, S. 219 (1899). 
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der Albumosen wesentlich, 
fraktionierte Fallung durch ein und dasselbe Salz — das 
Ammonsulfat — statt durch verschiedene Salze die Trennung 
der Albumosen in 4 Fraktionen; E. Zunz das gleiche durch 
Zinksulfat. Sie trennten durch ungefaihre Halbsattigung die 
erste Fraktion, bestehend aus der Hetero- und Protoalbumose 
von den anderen Produkten und erhielten durch weitere fort- 
schreiteude Sittigung noch 8 Fraktionen der sogen. Deutero- 
albumosen A, B und C. 

Es gelang uns nun, in der Hornlésung durch fraktionierte 
. Fallung mit Ammonsulfat und Zinksulfat in der gleichen 
Weise 4 Fraktionen der Keratinabbauprodukte — Kera- 
tosen?) zu erhalten. Die Fraktionierung wurde an Horn- 
lésungen von verschiedenen Konzentrationen bei neutraler und 
saurer Reaktion durchgefiihrt. Die Fallungsgrenzen zeigten in 
ihrer Lage, verglichen mit denen von Proteosen, anderer KiweiB- 
kérper, ermittelt von KE. P. Pick, E. Zunz, Umber und 
Alexander geringe Unterschiede. Sie lagen meist tiefer. Unter 
einander verglichen, ergaben sie annahernd das gleiche Bild. 

Die Abscheidung und Charakterisierung der durch die 
Fallungsgrenzen bestimmten Fraktionen war unsere niachste 
Aufgabe, und es wird in der folgenden Mitteilung dariiber be- 
richtet werden. 


Experimenteller Teil. 


A. Allgemeine Eigenschaften. 


Die gespaltene Hornsubstanz war eine braune dickfliissige 
Masse mit einem typischen Geruch nach verbranntem Horn. 
Im Trockenschrank bis zur Gewichtskonstanz bei 100° erhitzt, 
wurde sie fest und verlor dabei im Mittel 24°/, Wasser. 
Diese getrocknete feste Masse, im Morser zerrieben, lieferte 





) Durch Kruckenberg (Jenaische Zs. f. Naturw. 20. Suppl., 
S. 39ff.) ist fiir die hheren Abbauprodukte des Keratins die Bezeichnung 
.Keratinose“ eingefiihrt und von Siemering (Miinchener Diss. 1904) 
iibernommen worden. Die richtige Ableitung entsprechend Protein- 
Proteose oder Gelatine-Gelatose wire ,,Keratose“, wie sie bereits 
H. Langecker (diese Zs. Bd. 108) beniitzt. Es wire zweckmiiig, 
wenn die Bezeichnung ,,Keratinose“ aus der Literatur verschwindet. 


EK. P. Pick erreichte durch die 
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ein stark bitter schmeckendes, gelblichbraunes Pulver, das bei 
langerem Stehen an der Luft zusammenfloB, wie es hygro- 
skopische Pulver tun. Es konnte jedoch festgestellt werden, 
daB es sich nicht um eine wesentliche Wasseraufnahme 
handelt: es scheint vielmehr ein Quellungsvorgang vorzuliegen, 
wie er auch bei anderen kolloiden Substanzen beobachtet 
werden kann. 

Die urspriingliche Substanz verhilt sich Wasser gegen- 
iiber wie folgt: Kin Teil des Produktes mit bis zu 1,5 Teilen 
Wasser versetzt, ergab eine etwas diinnfliissigere homogene 
Mischung. Uber dieses Lisungsverhiltnis hinaus mit Wasser 
versetzt, hinterblieb ein unlislicher Riickstand. Dieser erreichte 
seine maximale Menge bei dem Lésungsverhiltnis 1 + 3, die 
dann bei dariiberliegenden Verdiinnungen die gleiche blieb. 
Die experimentellen Ermittlungen wurden wie folgt angestellt: 
Bestimmte Mengen Hornsubstanz wurden mit verschiedenen 
Mengen Wasser bei 39°!) 24 Stunden lang behandelt. Nach 
dem Absetzen des Riickstandes wurde filtriert und der Riick- 
stand nach dem Trocknen gewogen. Neue Ausscheidungen 
bildeten sich in den Lésungen auch beim Erkalten auf 18° 
nicht mehr. 








Menge Lisungsverhiiltnis g Riickstand in °, 
g : getrockn. Substanz 
11,45 1+3 1,12 12,8 
7,02 L425 0,64 11,8 
5,92 {a4 0,55 12,2 
6,40 L + 10 0.61 12,5 











Die Riickstandsmenge betrug, wie ersichtlich, im Mittel 
12,3°/,, berechnet auf getrocknete Substanz. 

Der abfiltrierte getrocknete Riickstand sah grauschwarz 
aus. In Wasser liste er sich nicht. Mit Wasser gekocht, 
bildete sich aus ihm teilweise eine gelbliche Aufschwemmung. 
Mit verdiinnter und konzentrierter Natronlauge gekocht, fand 
eine stirkere Aufschwemmung  statt mit dunkelbrauner 
Farbe. Es war ein eigenartiger, siiBlicher Geruch dabei be- 


') Die konstante Temperatur eines Brutschrankes. 
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merkbar. Mit verdiinnten Siuren (Salzsiiure, Salpetersiiure 
und Schwefelsiure) gekocht, trat eine teilweise Lésung mit 
gelblicher bis brauner Farbe ein. 96°/,iger Alkohol liste 
ebenfalls teilweise mit dunkelbrauner Farbe. Die Vermutung 
lag nahe, daB der Schwefel in dem Riickstande im Vergleich 
zur urspriinglichen Substanz mindestens angereichert vorhanden 
sei. Die Analysen bestitigten dieses. Die Schwefelbestimmung 
wurde nach der Methode von Liebig ausgefihrt. In der 
Atzkali- und Salpeterschmelze wurde die Substanz verbrannt. 
In der Lésung wurde dann der Schwefe! als Bariumsulfat ge- 
fallt und bestimmt. 


a) Schwefelbestimmung in der Hornsubstanz. 
1. 0,4036 g getrocknete, feingepulverte Substanz gaben 0,0459 ¢ 
Bariumsulfat. 

= 0,0063 ¢g Schwefel, 
= 1,55°/,. 

2. 0,4698 g¢ der gleichen Substanz gaben 0,0496 g Bariumsulfat. 
= 0,0068 ¢ Schwefel, 
= 1,45°/,. 

b) Schwefelbestimmung im Riickstande. 
1. 0,4300 g getrockneter, feingepulverter Riickstand gaben 0,0626 ¢ 


Bariumsulfat. 
= 0,0086 ¢ Schwefel, 


= 2,00°/,. 
2. 0,5109 ¢ des gleichen Riickstandes gaben 0,0775 g Bariumsulfat. 
= 0,0106 g Schwefel, 
= 2,08°/,. 
Aller Wahrscheinlichkeit nach ist der Riickstand als eine 
Melaninsubstanz anzusprechen. 
Wurde die Lisung der Hornsubstanz in Wasser mit wenig 


Salzsiure angesiuert, so fiel ein Niederschlag aus. Die Lésung. 


zeigte gegen Lackmus saure Reaktion. Kongopapier wurde da- 
gegen bis zu einem bestimmten Siurezusatz nicht geblaut. 
Die Salzsiure war also gebunden vorhanden. Der Salzsiure- 
verbrauch wurde wie folgt durch Titration bestimmt. Es wurde 
eine 10°/ ige Saéure gewiihlt und diese so lange zugesetzt, bis 
Tiipfelproben auf fein empfindlichem Kongopapier die erste 
schwache Bliuung hervorriefen. Eingewogen zur Bestimmung 
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wurden 2g gespaltene Hornsubstanz und diese in 40 ccm 
heiBem Wasser geldst. 

Verbrauch: a) 1,7 ccm, b) 1,8 cem, c) 1,7 ccm Siure, daraus 
errechnet sich fiir 1,0 g Substanz ein Verbrauch von a) 85 mg, 
b) 90 mg, c) 85 mg Salzsaure. 

Der in Wasser geléste — vom Riickstand abfiltrierte — An- 
teil der Hornsubstanz zeigte gegen Agenzien folgendes Verhalten: 

1. Konzentrierte Salpetersiure gab tiefe Gelbfirbung, die 
auf Zusatz von Lauge in Orange umschlug. 

2. Natronlauge und Kupfersulfat verursachten eine inten- 
sive Biuretreaktion. 

3. Die Millonsche Reaktion fiel positiv aus, 

4. ebenfalls die Adamkiewiczsche Reaktion 

5. und die Schwefelbleiprobe. 

6. Natriumchlorid oder Ammoniumsulfat in Substanz — 
feingepulvert — zugesetzt, verursachten starke Fallungen. 

Die angestellten Reaktionen weisen darauf hin, daB die 
Hornsubstanz in einer Form vorliegt, die bis zu den Proteosen 
und Peptonen abgebaut ist. 


B. Festsetzung der Fallungsgrenzen der Keratosen. 


Die von Hofmeister?) und seinen Mitarbeitern Kauder, 
Pohl, Lewith, Reye, ferner von Pick, Zunz und anderen 
bereits vielfach mit Erfolg angewandte Methode der Bestimmung 
der zur Abscheidung der einzelnen Fraktionen notwendigen 
Salzsittigungskonzentration wurde auch von uns verwandt. 
Das Wesen der Methode besteht — wie bekannt — darin, dah 
man durch allmiahliches Zugeben von immer gréBeren Mengen 
des betreffenden Salzes die erste Triibung erreicht, die die 
untere Fallungsgrenze der I. Fraktion anzeigt. Man steigert 
den Salzgehalt weiter, bis das Filtrat von der entstandenen 
Fallung auf Zusatz einer geringen Salzmenge keine Triibung 
mehr gibt. Dieser Punkt bezeichnet die obere Fillungsgrenze 
der Fraktion I. Auf weitere Salzzufuhr zur Lésung tritt bis 
zur Erreichung einer bestimmten Konzentration keine Fallung 
auf, bis dann wiederum eine Triibung entsteht, welche den 


') Aa. QO. 
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Beginn der Fallung der Fraktion IJ ankiindigt. In dieser 
Weise verfahrt man weiter, bis zur volligen Sattigung der 
Lésung mit Salz, und erreicht so die Abscheidung aller Frak- 
tionen. Die Ausfiihrung dieser Bestimmungen laBt sich natiir- 
lich nicht an einer einzigen Probe durchfiihren, sondern 
erfordert mehrere Versuchsreihen. 

Die Versuchsanordnung war die gleiche wie in den Arbeiten 
E. P. Picks und E. Zunz’.') Zunachst wurden in allen Ver- 
suchsreihen zu gleichen Volumina der Hornlésung in ver- 
schlieBbaren Probierglisern so viel Wasser hinzugefiigt, als 
notwendig war, um das endliche Gesamtvolum auf 10 ccm zu 
erginzen; dann folgte ein Zusatz einer von Fall zu Fall um 
0,2—0,5 gesteigerten Menge der kaltgesiittigten Salzlésung. 
Die Salzkonzentration, die das Auftreten der ersten Triibung 
verursachte, wurde als untere Fillungsgrenze bezeichnet. 
Nach dem Mischen der Fliissigkeiten durch vorsichtiges Um- 
schwenken und einem Stehenlassen von etwa 24 Stunden 
zur vollstindigen Ausfillung und gutem Absetzen der Fraktion 
wurde die Fliissigkeit durch Doppelfilter abfiltriert. Den voll- 
stindig klaren Filtraten wurden weitere 0,3 ccm gesattigter 
Salzlésung zugesetzt und das Ganze wiederum 24 Stunden 
lang stehen gelassen. Das dabei zuerst vollkommen klar 
gebliebene Filtrat zeigte die obere Fallungsgrenze, d. h. voll- 
standige Ausfaillung der Fraktion an. 

Um immer die gleiche Konzentration der Hornlésung zu 
haben, sind wir dem Beispiele Picks und Zunz’ gefolgt und 
sind darauf bedacht gewesen, die Menge Lésung zu gebrauchen, 
die 2 ccm urspriinglicher Hornlésung gleich kommt, wie sie in 
der ersten Versuchsreihe stets angewandt wurden. 

Die Fraktionierung wurde mit 2 Salzen, Ammoniumsulfat 
und Zinksulfat, durchgefiihrt. Von diesen beiden Salzen wurden 
kaltgesittigte Lisungen in Wasser hergestellt. Die Lésungen 
wurden durch des 6fteren vorgenommene densimetrische Be- 
stimmungen kontrolliert. Diese ergaben als spezifisches Ge- 
wicht bei 18° fiir die ges&ttigte Ammonsulfatlésung 1,245 
bis 1,250, fiir die Zinksulfatlésung 1,447—1,450. 


4 A.a. O. 
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Die Herstellung der Hornlésungen geschah durch Uber- 
gieBen der gespaltenen Hornsubstanz mit heiBem Wasser. Die 
Fliissigkeit wurde nach Abkiihlen und lingerem Stehen von 
dem abgesetzten Riickstande abfiltriert. Die Reaktion war 
schwach alkalisch und wurde durch tropfenweisen Zusatz von 
verdiinnter Schwefelsiiure neutral gemacht. Dabei bildete sich 
ein minimaler Neutralisationsniederschlag, der abfiltriert wurde. 

Inwieweit die Konzentration der Hornlésung von Einflug 
auf die Fallungsgrenzen ist, wurde durch Anstellen der gleichen 
Versuchsreihen mit 5-, 7-, 10- und 20°/,igen Hornlésungen 
ermittelt. 


I. Bestimmung der Fallungsgrenzen mittels Ammon. 
sulfat. 


A. In einer 5°/,igen Hornlosung. 


Versuchsreihe 1. 











5°/,ige neu- | epwiiecn des 
ri Maes. Salz- Verhalten |F iltrats gegen 
lésung Wasser} lésung | der Horn- weitere Bemerkuug 
: lésung 0,3 cem Salz- 
cem cem cem lésung 
2 7,0 1,0 klar klar Untere Fiil- 
2 6,5 1,5 leichte leichte | lungsgrenze 
Tribung Tribung d.Fraktion | 
2 6,0 2.0 deutliche starke 
Triibung Triibung 
2 5,5 2,5 Triibung Triibung 
2 5,2 2.8 
2 5,0 3,0 : 
2 4,5 3,5 starke ganz 
Triibung |schwache Tr. 
2 4,0 4,0 Fallung ‘ 
2 8,7 4,3 a 
2 3.5 4,5 . Obere Fiil- 
2 3,2 4,8 » klar lungsgrenze 
2 3,0 5,0 ” ” d.Fraktion I 

















Aus der Versuchsreihe geht hervor, daB bei einem Gehalt 
von 1,5 ccm gesittigter Ammonsulfatlésung in 10 ccm Gesamt- 
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lésung die Fraktion I sich abzuscheiden beginnt. 
Grenze dieser Fraktion liegt bei einem Salzgehalt von 4,8 ccm 


in 10 com Gesamtfliissigkeit. 
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Die obere 


Zunz schlagt vor, der Kinfach- 


heit wegen den Salzgehalt der gesiittigten Lésungen gleich 1 zu 
setzen und analog die Salzkonzentration der einzelnen Proben 
in Dezimalbruchteilen-Sattigung auszudriicken. 
diesem Vorschlag und bezeichnen also in der vorliegenden 
Versuchsreihe die untere Grenze als bei 0,15-Siattigung und 
die obere bei 0,48-Sattigung liegend. 


Versuchsreihe 2. 


Wir folgen 


Die Fraktion I wird durch 0,5-Sittigung mit Ammonsulfat 
auseinerneutralen5°/ igen Hornlésung gefillt. Nach 24stiindigem 
Stehen wurde filtriert und in dem klaren, gelblichen 0,5-gesittigten 
Filtrate die folgende Versuchsreihe angestellt: 





0,5-gesiattigte, 











Verhalten des 
5°/,ige neu- Verhalten |Filtrats gegen 
trale Horn- der Horn- weitere 

losung lésung {0,3 cem Salz- 

cem lésung 

4 (2)") klar klar 

4 (2) ganz leichte} deutliche 
Triibung Tribung 

4 (2 deutliche Triibung 
Triibung 

4 (2) Triibung deutliche 

Triibung 

4 (2) sehr starke klar 

Triibung 
mit Fallung 

4 (2) ” ” 

4 (2) ” ” 

4 (2) Pe % 




















Bemerkung 


lungsgrenze 


hess Fiil- 
der Frakt. Il 


lungsgrenze 


hoes Fil- 
der Frakt. IT 


1) Die in Klammern angegebene Zahl zeigt die der urspriinglichen 
Hornlésung entsprechende Menge an. 
*) Die in dieser Gruppe in Klammern beigefiigte Zahl gibt den 
Gesamtsalzgehalt’ an, der aus dem Salzgehalt des 0,5-gesittigten Filtrates 


und dem zugesetzten Salze besteht. 
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Nach Ausfallung der Fraktion I kann — wie Versuchs- 
reihe II zeigt — durch einen weiteren Ammonsulfatzusatz von 
0,60-Sattigung ab ein Niederschlag erhalten werden, der als 
Fraktion Il anzusprechen ist. Die Fallung dieser Fraktion II 
ist bei 0,68-Sattigung vollstindig. 


Versuchsreihe 3. 

Nach dem Ausfallen und Abfiltrieren der Fraktionen ] 
und II durch 0,68-Sattigung wurden mit dem klaren, schwach 
hellgelb gefarbten Filtrat die Fallungsgrenzen der Fraktion II] 
festgestellt: 





0,68-ge- 





sittigte, | & Salz- Verhalten SEER ~ 
5ige | 28] iesun iltrats gegen le 
neutrale |.@ 8 ae — Horn- wrebbeiie ih eetn Bemerkung 
— - ecm dsung Salzlésung 
6,2 (2) 0,5 13,8 (7,5) klar ganz leichte 
‘Txtibang ( Untere Fil. 
6,2 (2) | 0,3 | 3,5 (7,7)] leichte Trii- | leichte Trii- | | lungsgrenze 
bung bung der Frak- 
6,2 (2) | 0,0 [3,8 (8,0)] Triibung desgl. tion III 
3,1 (1) | 0,8 | 6,1 (8,2)] Triibung (et- | ganz leichte 
was schwiich. Triibung 
durch Ver- 
diinnung) 
3,1 (1) | 0,5 [6,4 (8,5)] Tritbung desgl. ( Obere Fiil- 
3,1 (1) | 0,2 | 6,7 (8,8)] starke Tri- klar —— “0 
bun " er rak- 
| A tion III 
3.1 (1) | 0,0 | 6,9 (9,0) desgl. - 

















Diese T'abelle zeigt, daB die Abscheidung der Fraktion III 
bei 0,77-Salzsittigung beginnt. Die Fallung dieser Fraktion 
ist vollstiindig bei 0,88-Sittigung. Bei der Bestimmung der 
oberen Fallungsgrenze muBten wir in dieser Versuchsreihe von 
nur 1 ccm urspriinglicher Hornlésung ausgehen, um das gleiche 
Gesamtvolumen von 10 ccm beizubehalten. Dieses kénnte zur 
Folge haben, daB die Filtrate zu verdiinnt gewesen seien, um 
noch geniigend sichtbare Triibungen zu geben, und die obere 
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Grenze miBten wir also zu niedrig gefunden haben. Dieses 

war aber — wie bei Zunz — nicht der Fall, da wir die 

obere Fallungsgrenze der gleichen Fraktion an 10°/, igen und 
20°/,igen Hornlésungen sogar noch tiefer liegend feststellen 
konnten. 































Versuchsreihe 4. 


Die untere Grenze der Fraktion IV liegt bereits so hoch, 
daB eine weitere Sittigung der von den Fraktionen I, II und III 
befreiten Lésung nur durch Salz in Substanz erreicht werden 
konnte. Es entstand eine deutliche Triibung. Nach lingerem 
Stehen konnte diese abfiltriert werden. 

Die Untersuchungen verschiedener anderer Kiweibkérper 
von Kiihne’) und Neumeister lehrten bereits, da8 durch 
die vollstiindige Salzsiittigung in neutraler Liésung die Proteosen 
nicht giinzlich gefillt werden. Anders in saurer Lésung; dort 
werden sie durch Ganzsittigung vollkommen abgeschieden. 
Das obige klare Filtrat wurde daher mit einigen Tropfen am- 
monsulfatgesittigter Schwefelsiure versetzt. Es bildete sich 
eine deutliche Triibung, die aus den restlichen Keratosen 
bestand. 

Das nihere Studium dieser Salz-Siurefillung fiihrten wir — 
um stirkere Konzentrationen zu haben — an einer 10°/, igen 
neutralen Hornlésung durch und teilen die Ergebnisse in der 
Versuchsreihe 12 mit. 


B. In einer 7°/, igen neutralen Hornlésung. 

Wir beschranken uns der Raumersparnis wegen auf eine 
bloBe Wiedergabe der unteren und oberen Fallungsgrenzen. 
Nur Versuchsreihen mit bemerkenswerten Einzelheiten werden 
vollstindig angefihrt. 


Versuchsreihe 5. 


Le ERO REN a yee eR ae oe 
Be ” ots e, page rs hic tet 
ea <a * 


Die Fallungsgrenzen der Fraktion I lagen: 
a) die untere bei 0,15-Sattigung, 
b) die obere bei 0,40-Siattigung. 


Tick ine pa opt taaahalinaa ing 
Yah ¢ 4 


) A. a. 0. 
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Versuchsreihe 6. 


Die Fallungsgrenzen der Fraktion II lagen: 
2) die untere bei 0,57-Sittigung, 
b) die obere bei 0,62-Sattigung. 


Versuchsreihe 7. 


Die Fiallungsgrenzen der Fraktion III lagen: 
a) die untere bei 0,72-Siattigung, 
b) die obere bei 0,89-Siattigung. 


Versuchsreihe 8. 
Die Fraktion [V wurde durch Ganzsittigung mit Ammon- 
sulfat in Substanz nur unvollstiindig abgeschieden. 


C. In einer 10°), igen neutralen Hornlosung. 
Versuchsreihe 9. 








10°/, ige Verhalten des 
neutrale 2 Salz- Verhalten Sine ene 
Horn- = 2 lésung der Horn- i B° Bemerkung 
lisung [> ° a weitere 0,3 ccm 
= ec lésung Bed Benen 
ecm 8 
2 7,0 1,0 klar leichte Trii- 
bung | Untere Fiil- 
2 6,5 1,5 deutliche Triibung lungsgrenze 
Triibung \a. Fraktion | 
2 6,0 2,0 Triibung starke Trii- 
bung 
2 5,7 2,3 ” klar 
2 5,5 2,5 starke Trii- Tribung 
bung 
2 5,2 2,8 desgl. ™ 
2 5,0 3, Fallung ss 
2 4,7 | 3,8 . leichte Trii- 
bung 
2 4,5 3,5 + desgl. 
9 4,2 3,8 Ms A Obere Fiil- 
2 4,0 4,0 ‘s klar lungsgrenze 
2 85 45 * " d. Fraktion I 
2 3,0 5.0 
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Die Fallungsgrenzen der Fraktion I liegen, wie ersichtlich, 
die untere bei 0,13-, die obere bei 0,40-Sattigung. Das Be- 
merkenswerte dieser Versuchsreihe, die — wie auch alle anderen 
— mehrmals durchgefiihrt wurde, ist das Verhalten des Filtrats 
bei 0,23 Sittigung. In diesem war durch 0,3 ccm Salzlésung- 
zusatz keinerlei Triibung zu erzielen. Diese UnregelmiBigkeit, 
die Pick und Zunz bei Fraktionierungsversuchen am Witte- 
schen Pepton ebenfalls registrieren konnten, weist darauf hin, 
daB zwischen Fraktion [ und Fraktion IJ noch eine Zwischen- 
fraktion besteht, deren untere Fillungsgrenze noch unter der 
oberen der Fraktion I liegt. Zunz gelang es unter besonderen 
Konzentrations- und Reaktionsbedingungen, diese Zwischen- 
fraktion schirfer zu bestimmen. Wie aus den folgenden Ver- 
suchsreihen 53 und 54 ersichtlich, erreichten wir dasselbe. 


Versuchsreihe 10. 


Die Fallungsgrenzen der Fraktion I] lagen: 
a) die untere bei 0,55-Siattigung, 
b) die obere bei 0,65-Sattigung. 


Versuchsreihe 11. 


Die Fallungsgrenzen der Fraktion III lagen: 
a) die untere bei 0,75-Sittigung, 
b) die obere bei 0,87-Sattigung. 


Versuchsreihe 12. 


Die Fallung der Fraktion IV war durch Ganzsittigung 
der 10°/, igen neutralen Hornlésung unvollstindig. In dieser 
Versuchsreihe wurden die naheren Verhiltnisse der Salz-Siure- 
fillung studiert. Das Filtrat von der Fallung der Fraktionen I, 
It und III (das sich auf nochmaligen Salzzusatz nicht mehr 
triibte) wurde in den nachfolgenden Verhiltnissen mit ammon- 
sulfatgesiittigter n/10-Schwefelsiure') versetzt: 


’) Eine urspriinglich n/10 H,SO, wurde bei 18° mit Ammonsulfat 
gesittigt. 1¢eem dieser Lésung verbrauchten 0,96 cem n/10 NaOH. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXXIV. 4 
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a 
Salz- Salz- Verhalten des Filtrats 
gesittigtes | gesiittigte Verhalten des salz- gegen weitere 0,2 bis 
Filtrat Siiure gesiittigten Filtrates | 0,5 ecm salzgesiittigte 
ecm ecm Siiure 
2 0,1 klar starke Triibung 
2 0,2 ganz leichte ‘Triibung Triibung 
2 0,3 leichte Triibung leichte Triitbung 
2 0,5 Triibung ganz leichte Triibung 
2 0,8 starke Triibung klar 
- 1,5 9 ’ ” 
2 2,5 Triibung ‘i 
2 3,5 leichte Triibung 
2 6,5 ganz leichte Triibung is 
2 8,5 = 
2 10,0 klar 
b 
Salz- Salz- Verhalten Salz- Salz- Verhalten 
gesittigtes | gesittigte | des salz- | gesittigtes] gesiittigte | des salz- 
Filtrat Siiure gesittigten | Filtrat Sdure gesiittigten 
ecm ecm Filtrates ecm ecm Filtrates 
1 0,5 Tribung 5 0,5 schwache 
2 0,5 . Triibung 
3 0,5 schwiichere 6 0,5 leichte 
Triibung Triibung 
4 0,5 desgl. 7 0,5 klar 
Die Versuchsreihe a zeigt — wie bei den gleichen Ver- 
suchen Picks an Witteschem Pepton — ein bestimmtes Ver- 


hiltnis zwischen salzgesittigter Filtratmenge und zugesetzter 
salzgesittigter Siuremenge. Die Ausfallung war am _ voll- 
kommensten, wenn die zugesetzte n/10-salzgesittigte Siure 
etwa 1/, des Filtratvolumens betrug. Wurde dieses Verhiltnis 
in beiden Richtungen nach oben oder unten iiberschritten, 





so war keine ginzliche Abscheidung der Fraktion IV mehr zu 
erhalten, wie es die Versuchsreihe 4 zeigt. Bei Pepton ,, Witte“ 
geniigte nach Pick bereits '/,, Filtratvolum an gesittigter 
n/10-Schwefelsiure, um die Fraktion vollstandig abzuscheiden. 
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D. In einer 20°/, igen neutralen Hornlésung. Paar 
Versuchsreihe 13. aba 
20°/, ige : 4 4 
mati 3 — aan ‘soeaaaye i Pai 
Horn- | 2 =| lésung | der Horn- ee Bemerkung ER 
lésun = o 3 weitere 0,3 ccm ies 
g ecm lésung ees. Pa | 
eem Salzlésung a0 
8 75 | 05 | klar | ganzleichte | | thas 
Triibung Untere Fil- i 4 
9 7,0 1,0 leichte Trii- Triibung lungsgrenze aaa 
bung d. Fraktion I 2 
2 6,5 15 Tritbung Pat 
2 6,0 | 20 | starke Trii- ‘ ‘eae 
bung aa , 
2 5,8 2,2 desgl. klar : 
2 55 | 2,5 ‘ deutl. Trii- aug 
bung % i. 
2 5,2 2,8 ” desgl. At 
2 5,0 | 3,0 Fallung leichte Trii- an 
bung Obere Fal- i : 
2 4,5 3,5 ¥ klar lungsgrenze 4 4 . 
9 40 | 4,0 a d. Fraktion I i : 


Wie in der Versuchsreihe 13 ersichtlich, liegen die FAl- 
lungsgrenzen der Fraktion I die untere bei 0,08-Sattigung und 
die obere bei 0,35-Sittigung. Der Grund zur vollstandigen 
Wiedergabe dieser Versuchsreihe war wieder das Verhalten des 
Filtrats der 0,22-Sittigung. Es stimmt auffallend mit dem 
0,23-gesiittigten der Versuchsreihe 9 iiberein und deutet eben- 
falls auf das Vorhandensein einer Zwischenfraktion hin. 


Versuchsreihe 14. 
Die Fallungsgrenzen der Fraktion II lagen: 
a) die untere bei 0,45-Sittigung, 
b) die obere bei 0,62-Sattigung. 
Versuchsreihe 15. 
Die Fallungsgrenzen der Fraktion III lagen: 
a) die untere bei 0,70-Sattigung, 
b) die obere bei 0,85-Sattigung. 
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Versuchsreihe 16. 


Die Abscheidung der Fraktion IV war bei Ganzsittigung 
der neutralen 20°/, igen Hornlésung nur unvollstandig. 


E. In einer 5°/, igen sauren Hornlosung. 

Pick und Zunz haben Unterschiede in der Lage der 
Fiallungsgrenzen bei neutraler und saurer Reaktion der Kiweil- 
lésung festgestellt. Es interessierte uns nun, zu untersuchen, 
ob wir eine entsprechende Einwirkung ebenfalls konstatieren 
kénnen. Zu diesem Zwecke stellten wir uns saure Horn- 
lésungen wie folgt her: Nach den Angaben von K. Baumann 
und A. Bémer?) versetzten wir vorher genau neutralisierte 
Hornlésungen zur Erzielung der gewiinschten Reaktion auf je 
100 ccm mit 2 ccm einer verdiinnten Schwefelsiure, die aus 
1 Volumen konzentrierter Schwefelsiure und 4 Volumen Wasser 
bestand. AuBer der Hornlésung wurde noch in gleichem 
Mae das Wasser angesduert, das zur Auffillung auf das Ge- 
samtvolumen von 10 ccm diente. Mit diesen Lésungen wurden 
dann die einzelnen Fiillungsgrenzen in der gleichen Weise wie 
vorhin bestimmt. 


Versuchsreihe 17. 


Die Fallungsgrenzen der Fraktion I lagen: 
a) die untere bei 0,10-Siattigung, 
b) die obere bei 0,38-Siattigung. 


Versuchsreihe 18. 
Die Fiallungsgrenzen der Fraktion II lagen: 
a) die untere bei 0,53-Sittigung, 
b) die obere bei 0,63-Sattigung. 


Versuchsreihe 19. 
Die Fallungsgrenzen der Fraktion III lagen: 
a) die untere bei 0,75-Sattigung, 
b) die obere bei 0,87-Sattigung. 


1) K. Baumann u. A. Bomer, Zs. f. Unters. d. Nahr.- u. Genub- 
mittel Bd. 1, 8. 106 (1898). 
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Versuchsreihe 20. 


Bei der Ganzsittigung der 5°/, igen sauren Hornlésung 
war die Ausfillung der Fraktion IV vollstindig. Das Filtrat 
blieb gegen weiteren Siurezusatz klar. 


F. In einer 10°/, igen sauren Hornlosung. 


Versuchsreihe 21. 
Die Fallungsgrenzen der Fraktion I lagen: 
a) die untere bei 0,10-Sattigung, 
b) die obere bei 0,35-Sattigung. 


Versuchsreihe 22. 
Die Fallungsgrenzen der Fraktion II lagen: 
a) die untere bei 0,48-Sittigung, 
b) die obere bei 0,62-Sittigung. 


Versuchsreihe 23. 
Die Fallungsgrenzen der Fraktion III lagen: 
a) die untere bei 0,75-Sattigung, 
b) die obere bei 0,85-Sattigung. 


Versuchsreihe 24. 
Die Abscheidung der Fraktion IV war bei Ganzsittigung 


der sauren 10°/, igen Lésung mit Ammonsulfat in Substanz 
volistindig. Auf weiteren Saéurezusatz blieb das Filtrat klar. 


G. In einer 20°/, igen sauren Hornloésung. 
Versuchsreihe 25. 
Die Fallungsgrenzen der Fraktion I lagen: 
a) die untere bei 0,08-Siattigung, 
b) die obere bei 0,35-Sattigung. 


Versuchsreihe 26. 
Die Fallungsgrenzen der Fraktion II lagen: 
a) die untere bei 0,45-Sattigung, 
b) die obere bei 0,62-Sattigung. 
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Die Fallungsgrenzen der Fraktion III lagen: 


A. Heiduschka und E. Komm, 


Versuchsreihe 27. 


a) die untere bei 0,72-Sittigung, 
b) die obere bei 0,83-Sittigung. 


Versuchsreihe 28. 





Bei der Ganzsiittigung der 20°/, igen sauren Hornlisung 
war die Abscheidung der Fraktion IV vollstiindig. Das Filtrat 
blieb bei weiterem Siurezusatz klar. 


Il. Bestimmung der Fallungsgrenzen mittels Zink- 


sulfat. 


Die Lésungen und Versuchsanordnungen waren die gleichen 


wie bei I. 


Versuchsreihe 29. 


A. In einer 5°/, igen neutralen Hornlosung. 





5°/, ige 
neutrale 
Horn- 
lésung 
ecm 





Wasser 
eem 





Salz- Verhalten 
lésung | der Horn- 
cem losung 
1,0 klar 
2,0 ganz leichte 
Tribung 
2,5 deutl. Trii- 
bung 
3,0 desgl. 
8,2 starke Trii- 
bung 
3,5 Fallung 
3.7 . 
4,0 ‘ 
,i 
,2 
10 ”» 
yt 








Verhalten des 

Filtrats gegen 

weitere 0,3 ccm 
Salzlésung 


klar 


9 


ganz leichte 
Triibung 


desgl. 


klar 
klar 


deutl. Trii- 
bung 


desgl. 
klar 
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Bemerkung 


Untere Fal- 
lungsgrenze 
d. Fraktion | 


Obere Fiil- 
lungsgrenze 
d. Fraktion I 
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Die Fallungsgrenzen der Fraktion I liegen hierbei: die 
untere bei 0,20-, die obere bei 0,45-Sittigung. Im Filtrate 
der 0,35- bis 0,37-Fallungen machten sich Unregelmibigkeiten 
bemerkbar, analog denen in den Versuchsreihen 9 und 13, nur 
in dieser um etwa 0,10-Sittigung héher liegend. 


Versuchsreihe 30. 


Die Fillungsgrenzen der Fraktion II lagen: 
a) die untere bei 0,56-Siattigung, 


b) die obere bei 0,68-Sittigung. 


Versuchsreihe 31. 


Die Fallungsgrenzen der Fraktion III lagen: 
a) die untere bei 0,77-Sittigung, 
b) die obere bei 0,90-Sittigung. 
oad 
Versuchsreihe 382. 
Die Abscheidung der Fraktion IV aus der neutralen 
5°/,igen Lésung durch Ganzsittigung mit Zinksulfat gelang 
nur unvollstindig. 


B. In einer 10°/, igen neutralen Hornlosung. 


Versuchsreihe 33. 


Die Fallungsgrenzen der Fraktion I lagen: 
a) die untere bei 0,13-Sittigung, 
b) die obere bei 0,40-Siattigung. 

Bei dieser Fraktion konnten auch UnregelmiBigkeiten in 
den Filtraten der 0,32- bis 0,35-Sattigungen wahrgenommen 
werden. Die Filtrate blieben zwar nicht ganz klar auf weiteren 
Salzzusatz, gaben aber deutlich bemerkbare schwichere Trii- 
bungen als die benachbarten. 


Versuchsreihe 34. 
Die Fallungsgrenzen der Fraktion II lagen: 
a) die untere bei 0,55-Sattigung, 
b) die obere bei 0,66-Sattigung. 
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Versuchsreihe 35. 
Die Fallungsgrenzen der Fraktion III lagen: 
a) die untere bei 0,75-Sittigung, 
b) die obere bei 0,88-Sattigung. 


Versuchsreihe 36. 

Durch Ganzsittigung der 10°/, igen neutralen Hornlésung 
mit Zinksulfat gelang die Ausfallung der Fraktion IV nur un- 
vollstandig. 

C. In einer 20°/,igen neutralen Hornlosung. 
Versuchsreihe 37. 
Die Fallungsgrenzen der Fraktion I lagen: 
a) die untere bei 0,08-Sattigung, 
b) die obere bei 0,35-Sittigung. 


Versuchsreihe 38. 


Die Fiallungsgrenzen der Fraktion II lagen: 
a) die untere bei 0,48-Siattigung, 
b) die obere bei 0,62.Sattigung. 


Versuchsreihe 39. 


Die Fallungsgrenzen der Fraktion III lagen: 
a) die untere bei 0,72-Sittigung, 
b) die obere bei 0,87-Sattigung. 


Versuchsreihe 40. 


Die Ausfillung der Fraktion IV war bei Ganzsittigung 
der 20°/,igen neutralen Hornlésung nur unvollstindig. 


D. In einer 5°/,igen sauren Hornlosung. 
Die sauren Liésungen wurden in der gleichen Weise her- 
gestellt, wie unter 1, E beschrieben. Die Ausfiihrung der Ver- 
suchsreihen war ebenfalls die gleiche. 


Versuchsreihe 41. 





Die Fallungsgrenzen der Fraktion I lagen: 
a) die untere bei 0,13-Sattigung, 
b) die obere bei 0,40-Sattigung. 
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Versuchsreihe 42. 
Die Fallungsgrenzen der Fraktion II lagen: 
a) die untere bei 0,53-Sittigung, 
b) die obere bei 0,65-Sattigung. 


Versuchsreihe 43. 


Die Fallungsgrenzen der Fraktion III lagen: 
a) die untere bei 0,75-Siattigung, 
b) die obere bei 0,85-Siattigung. 


Versuchsreihe 44. 


Die Abscheidung der Fraktion IV war bei Ganzsittigung 
vollstiindig. Aut Zusatz von salzgesittigter Siure blieb das 
Filtrat véllig klar. 


E. In einer 10°,,igen sauren Hornlosung. 
Versuchsreihe 45. 
Die Fallungsgrenzen der Fraktion I lagen: 
a) die untere bei 0,10-Sattigung, 
b) die obere bei 0,35-Sattigung. 
Das Filtrat der 0,30-Sattigung blieb auf weiteren ge- 
ringen Salzzusatz klar. 


Versuchsreihe 46. 
Die Fallungsgrenzen der Fraktion II lagen: 
a) die untere bei 0,48-Sittigung, 
b) die obere bei 0,60-Sattigung. 


Versuchsreihe 47. 
Die Fallungsgrenzen der Fraktion III lagen: 
a) die untere bei 0,75-Sattigung, 
b) die obere bei 0,85-Siattigung. 


Versuchsreihe 48, 


Die Fraktion IV wurde durch Ganzsittigung vollkommen 
abgeschieden. Das Filtrat blieb auf weitere Zugabe salz- 
gesattigter Saure klar. 
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F. In einer 20°/,igen sauren Hornlosung. 
Versuchsreihe 49. 


Die Fallungsgrenzen der Fraktion I lagen: 
a) die untere bei 0,08-Sittigung, 
b) die obere bei 0,35-Sittigung. 


Versuchsreihe 50. 


Die Fallungsgrenzen der Fraktion II lagen: 
a) die untere bei 0,45-Sittigung, 
b) die obere bei 0,60-Sittigung. 


Versuchsreihe 5l. 


Die Fallungsgrenzen der Fraktion II] lagen: 
a) die untere bei 0,70-Sittigung, 
b) die obere bei 0,85-Sittigung. 


Versuchsreihe 52. 


Die Abscheidung der Fraktion IV durch Ganzsittigung 
war vollstindig. Auf Zusatz salzgesittigter Siiure blieb das 
Filtrat klar. 


Bestimmung der Fallungsgrenzen der Zwischenfraktion. 


Wie bereits erwiihnt, hatten Zunz und Pick beobachtet, 
daB zwischen den Fraktionen I und II aller Wahrscheinlichkeit 
nach eine Zwischenfraktion besteht. Zunz ist es gelungen, in 
einer 20°/,igen sauren Peptonlésung (Witte) die Fallungs- 
grenzen dieser Fraktion zu bestimmen. Aus sauren Liésungen 
geringerer Konzentration und einer neutralen Lésung gleicher 
Konzentration konnte er diese Fraktion nicht isolieren. 

Bei unseren Arbeiten mit Hornlésungen bemerkten wir 
gleichartige Abweichungen, die auf das Vorhandensein einer 
Zwischenfraktion hinweisen, und zwar in den Versuchsreihen 
9, 13, 29 und 33 bei neutralen Lésungen von 10, 20°), 
mittels Ammonsulfatsiittigung) und 5, 10°/, (mittels Zink- 
sulfatsittigung). Wir konnten in den nachfolgend angestellten 
Versuchen die Fallungsgrenzen dieser Zwischenfraktion fest- 
legen. 
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Versuchsreihe 53. 


Kine 10°/,ige neutrale Hornlésung wurde genau zu 0,23 
mit Ammonsulfat gesittigt und die abgeschiedenen Keratosen 
nach dem Absetzen abfiltriert. Mit dem Filtrat wurde dann 
folgende Versuchsreihe angestellt: 























10°/,ige 
neutrale ia a 
ati 2 ae Vishsties ie des 
2 1S: snug ats 
lisung zu] .& paiziosnug! der Horn- pe Bcgen Bemerkung 
0,23 ge- | = lésung weitere 0,3 ccm 
sittigt Salzlésung 
ecm ecm ecm 
2,6 (2) 5,7 | 1,7 (2,3) klar klar 
2,6 (2) | 5,5 | 1,9 (2,5) P é Peasy 
2.6 (2) | 5,2] 2,2 (2,8) : Triibung |. eB 
2,6 (2) | 5,0 | 2,4 (3,0) Triibung fraktion 
2,6 (2) 4,8 2,6 (3,2) ” 
2,6 (2) 4,5 | 2,9 (3,5) | starke Tribung o 
2,6 (2 4,2 | 3,2 (3,8) Fallung ganz schwache 
Tribune Obere 
: ” Grenze der 
2,6 (2) | 4,0] 3,4 (4,0) 7 Klar Zwischen- 
2,6 (2) $8.5 | 38,7 (4,3) ‘i a fraktion 


Wie aus dieser Reihe hervorgeht, liegen die Fallungs- 
grenzen der Zwischenfraktion die untere bei 0,31-Sattigung, 
die obere bei 0,43-Sattigung. 

Eine gleiche Versuchsreihe 54 stellten wir noch bei einer 
5°/,igen neutralen Hornlésung mittels Zinksulfatsittigung an. 
Dazu wurde das Filtrat einer zu 0,35-gesittigten Liésung 
benutzt und es gelang auch hierbei, die Fallungsgrenzen der 
Zwischenfraktion festzulegen. Die untere lag bei 0,42-Satti- 
gung, die obere bei 0,46-Sattigung. 

Aus diesen beiden Versuchsreihen geht hervor, daB die 
Abscheidung der Zwischenfraktion beginnt, ehe die Fraktion I 
vollkommen gefillt ist. Zunz weist bereits darauf hin, dab 
sich hierdurch eine — allerdings — geringfiigige Unsicherheit 
in der Lage der Fallungsgrenzen ergibt. Es ist méglich, daB 
die obere Grenze der Fraktion I oder die der Zwischenfraktion 
zu hoch angenommen wird. 
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Zusammenfassung. 


Pick und Zunz fanden auf Grund ihrer Arbeiten an 
Wittes Pepton verschiedene GesetzmiBigkeiten in der Lage 
der Fiallungsgrenzen der einzelnen Fraktionen, bedingt durch 
die Konzentrations- und Reaktionsverhiiltnisse der Ausgangs- 
lésungen und durch die Art des verwendeten Salzes, So ergibt 
sich zunichst bei ihnen, dab gréBere Mengen Zinksultat als 
Ammoniumsulfat erforderlich sind, um die Fraktionen I und II 
zu fallen, wahrend dagegen umgekebrt die Fraktion III zur 
Abscheidung geringere Mengen Zinksulfat bendtigt. Dann 
liegen die Fiallungsgrenzen der verschiedenen Fraktionen bei 
der Verwendung des Ammoniumsulfates weiter auseinander als 
bei der Benutzung des Zinksalzes. Bei letzterem greifen sogar 
bei einzelnen Fraktionen die unteren und oberen Grenzen in- 
einander. 

Pick zeigte, daB die Konzentration der Wittepepton- 
ldsung bei der Anwendung von Ammoniumsulfat einen kaum 
merklichen EKinflu8 auf die Lage der Fiallungsgrenzen hat. 
Zunz dagegen registrierte mit Zinksulfat wesentliche Einfliisse 
bei Anderung der Konzentration. Besonders bei der Fraktion J, 
deren untere Fillungsgrenze um so mehr heruntergeht, je héher 
die Konzentration der angewandten Peptonlésung ist. 

Zunz bestimmte die Fallungsgrenzen in saurer Witte- 
peptonlésung und beobachtete dabei die Tatsache, daf die 
Fallungsgrenzen der verschiedenen Fraktionen bedeutend tiefer 
liegen. Der Einflu8 der Konzentration der sauren Pepton- 
lésung war hierbei ahnlich wie bei neutralen Lésungen. Die 
untere Fillungsgrenze bleibt konstant fiir die Fraktion I, wird 
aber niedriger fiir die Fraktion II und IIL. 

In unserer vorliegenden Arbeit lassen sich folgende Gesetz- 
miBigkeiten erkennen, die in einigen wesentlichen Punkten von 
den vorstehenden Feststellungen abweichen: Die Fallungsgrenzen 
mit Ammoniumsulfat und Zinksulfat in saurer wie neutraler 
Hornlésung bestimmt, sind, untereinander verglichen, nahezu 
identisch, wie es nachfolgende Ubersicht iiber die Grenzen der 
Fraktionen einer 10°/,igen neutralen und sauren Hornlésung 
deutlich zeigt: 
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10°/,ige Hornlésung. 








ral. | Fraktion I Fraktion II Fraktion III 


lungs- 








Fraktion IV 


Ammon- | Zink- | Ammon- | Zink- Ammon- | Zink- 
grenze} gulfat | sulfat] sulfat | sulfat] sulfat 'sulfat 


a) neutral: 


Bei beiden 
0.75 | bei Ganz- 
sittigung 
Abschei- 
0,80 dung un- 
volistandig 


untere 0,13 0,13 0,55 0,55 0,75 


obere 0,40 0,40 0,65 0,66 0,87 














b) sauer: 
| Bei beiden 
«<0, bei Ganz- 
| sittigung 
. ; as ad Abschei- 
obere 0,35 0,35 0,62 | 0,60 0,85 0,88 dung voll- 
| standig 


0,48 | 0,75 


-1 
qr 


| 
untere} 0,10 | 0,10} 0,48 
| 

















Die Fallungsgrenzen liegen mithin bei beiden Salzen gleich 
weit auseinander, und man kann also mit Ammoniumsulfat 
wie mit Zinksulfat eine gleich gute Trennung der einzelnen 
Fraktionen erhalten. Diese Feststellung entspricht auch dem 
von Hofmeister aufgestellten wichtigen Satz’): ,,daB die nach 
den Saiuren geordnete Reihenfolge des Fallungsvermégens von 
Neutralsalzen fiir jedes Metall die gleiche ist.“ 

Die Konzentration der angewandten Hornlésungen hatte 
einen bemerkenswerten EinfluB auf die Fillungsgrenzen. Und 
zwar geht durch die gesamten angestellten Versuchsreihen die 
Tendenz, daB bei steigender Konzentration der Ausgangslésung 
die Lage der Fallungsgrenzen tiefer wird. Wir stellen die 
Ergebnisse der dahin angestellten Versuche mit Ammonium- 
sulfat in den beiden am weitesten auseinander liegenden Kon- 
zentrationen der neutralen Hornlésung — 5 und 20°/, — 
nachfolgend zusammen, um diese Tatsache augenfillig zu 
machen: 


1) Fortschritte der naturwissenschaftl. Forschung: Pauli, EiweiB- 
kérper, Sonderabdruck aus Bd. 4, S. 237. 
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Fillungs- Fraktion I 
grenze 5°/, | 20°/, 
untere | 0,15 | 0,08 

obere 0,48 | 0,35 























Fraktion If | Fraktion III | 
5%, | 90 o/,, 5 JP “| 20 *s 
0,60 | 0,45 | 0,77 | 0,70 
0,68 | 0,62 | 0,88 | 0,85 





Fraktion IV 


Die Abscheidung 
war bei beiden neu- 
tralen Lésungen bei 
Ganzsittigung un- 

volistiindig 


Vergleichen wir die Fillungsgrenzen der neutralen mit denen 
der angesiiuerten Lésungen, so ergibt sich folgendes: Bei den 
angesiuerten Lésungen zeigt sich bei niederen Konzentrationen 
der angewandten Hornlésung ein merkliches Herabgehen der 
Fallungsgrenzen aller Fraktionen. Bei héherer Konzentration der 
Hornlisung bleibt dieses aus; die Grenzen sind fast die gleichen. 
Nachstehende Zusammenstellung veranschaulicht dieses: 


5°/,ige Hornlésung. 















































5°, |Fallungs- Fraktion I Fraktion II Fraktion II] 
Hornlsg.| grenze | Ammons. | Zinks. Ammons. |Zinks. Ammons.| Zinks. 
sania untere 0,15 | 020] 0,60 | 0,56] 0,77 | 0,77 

| obere 0,48 0,45 0,68 0,68 0,88 0,90 

aati untere 0,10 0,13 0,53 0,53 0,75 0,75 

obere 0,38 | 0,40] 0,63 | 0,65] 0,87 | 0,85 
20°/,ige Hornlésung. 

20°/, | Fiallungs- Fraktion I Fraktion II Fraktion III 
Hornlsg.} grenze Ammons. | Zinks. Ammons. | Zinks. Ammons.| Zinks. 

tray | { Untere 0,08 | 008] 0,45 | 0,48} 0,70 | 0,72 

new" | \ obere 0,35 | 0,35] 0,62 | 062] 0,85 | 0,87 

. bey 0,08 | 008] 0,45 | 0,45] 0,72 | 0,70 

paner | \ obere 0.35 | 0,35] 0,62 | 060] 0,83 | 0,85 








Der EinfluB der Konzentration der Hornlésungen saurer 
Reaktion auf die Lage der Fillungsgrenzen war gleicher Art 


wie der neutraler Lisungen. Bei zunehmender Konzentration 


gingen die Grenzen ebenfalls hinunter — nur waren die 
Differenzen nicht so groB wie bei neutralen Lésungen. 
Zum Zweck einer Ubersicht und eines Vergleichs der Fallungs- 
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grenzen von Spaltprodukten verschiedener Abstammung sei nach- 
folgend eine kurze Zusammenstellung gegeben. In dieser finden 
neben den von uns fir Keratinspaltprodukte gefundenen die 
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Fillungsgrenzen der Spaltprodukte des Fibrins(Wittepepton), Eier- 


gelegt worden sind. 


a) mit Ammoniumsulfat: 


albumins, Serumalbumins, Serumglobulins und Caseins Verwertung, 
die vonden Autoren Pick, Zunz, Umber?) undAlexander?) fest- 











Fillungs- 
grenze 


untere 
obere 


untere 
obere 


untere 
obere 


Die Fail- 
lung war 
am voll- 
stindig- 
sten bei 
Zusatz 
von: 


untere 
obere 


untere 
obere 


untere 
obere 


untere 
obere 


| 
| 
| 
| 


Keratin 


0,15 
0,48 
0,60 
0,68 


1} 
Filtrat- 
volumen 
salzgesiitt. 
H,SO, 





0,13 
0,40 


0,53 
0,65 
0,75 
0,85 








) 
} _ 
1 Frak- 
r tionen 
r 
I. 
I. 
III. 
3, 
LV.°) 
3 I. 
Il. 
Ill, 
F IV. 
t 
n 
e@ 
5: 





bei Sattig 





pepton) 


0,26 
0,44 
0,54 
0,62 
0,72 
0,95 


, 10 
Filtrat- 
volumen 
salzgesatt. 
H,SO, 





Eier- 


albumin 


"ro 
Filtrat- 
volumen 

salzgesitt. 
H,SO, 





Serum- 
albumin 


0,42 
0,46 
0,54 
0,62 
0,72 
0,80 


1/ 
/10 


Filtrat- 
volumen 
salzgesiitt. 
H,SO, 





b) mit Zinksulfat: 


0,24 
0,46 


0,52 
0,60 


0,62 
0,72 


0,74 





bei Siittig. 


0,24 
0,46 


0,64 
0,68 


0,72 
0,82 


0,84 





bei Siittig. 


0,24 
0,48 


0,52 
0,60 


0,72 
0,82 


0,88 





bei Sittig. 


, F. Umber, Diese Zs. Bd. 25, S. 258 (1898). 

*) F. Alexander, ebenda Bd. 25, S. 411 (1898). 
*) 1 eem der von Pick (Spalte 2) verwendeten Siiure entsprach 1,7c¢cm, 
der von Umber (Spalte 3, 4, 5) 2,14 cem und der von Alexander 


Serum- 


globulin 


0,38 
0,46 
0,56 
0,72 
0,78 
0,86 


1} 
10 


Filtrat- 
volumen 
salzgesiitt. 
H,SO, 


Casein 


0,26 
0,44 
0,52 
0,72 
0,82 
iiber 0,95 


Sf sit}, 
Filtrat- 
volumen 

salzgesitt. 

H,SO, 





0,26 
0,46 


0,58 
0,72 
0,74 
0,84 
0,88 





bei Sittig. 


(Spalte 6) 1,68 cem n/10 NaOH. Vel. auch fiir Spaite 1, 8.49 Anmerkung. 


0,28 
0,44 
0,54 
0,66 
0,74 
0,84 
0,90 
bei Sittig. 





i 





64 A. Heiduschka und E. Komm, Uber Keratin. 


Wie aus der Tabelle ersichtlich, sind die Zugaben an ge. 
sittigten Salzlésungen zur Abscheidung der einzelnen Keratose- 
fraktionen ziemlich analog denen, die zur Abscheidung der 
entsprechenden Fraktionen anderer partiell abgebauter Kiweif- 
kérper bendtigt werden. Umber und Zunz fanden die Fillungs- 
grenzen der II. Fraktion des Globulins héher als die gleichen 
des Fibrins. Die Fallungsgrenzen unserer sekundiren Kera- 
tose A liegen dazwischen. 

Auffallend ist im Vergleich zu den anderen EiweiBkoérpern 
die niedrige Lage der unteren Fiallungsgrenze der I. Fraktion 
und die allgemein etwas héhere Lage der unteren Grenze der 
iibrigen Fraktionen. Nach Umber sind die unteren Fillungs. 
grenzen weniger maBgebend als die oberen und _ scheinbar 
abhingig von dem mehr oder minder reichlichen Vorhandensein 
der zu fallenden Proteose. Diese Annahme scheint zu Recht 
zu bestehen. Sie findet in unseren Resultaten eine Bestitigung 
insofern, als bei unserer Fallung die Fraktion I weit betricht- 
licher auftritt wie die spiteren Fraktionen und dadurch — 
nach der Erfahrung (die sich aus unserer und friiheren Arbeiten 
ergibt), daB héhere Konzentration die Grenze herabdriickt — 
die niedrige Lage der Fallungsgrenze erklirt. Andererseits sind 
die Fraktionen II, III und IV in sehr geringer Menge vor- 
handen; ihre unteren Fiallungsgrenzen liegen relativ hoher. 

Zum SchluB dieser Mitteilung sei noch auf die durch - 
unsere Arbeit wiederum festgestellte Tatsache hingewiesen, dal 
sich durch Aussalzen mit Neutralsalzen 4 Fraktionen aus Eiweib- 
hydrolysaten isolieren lassen. Nicht nur die Lage der Fallungs- 
grenzen der einzelnen Fraktionen, auch das reaktionelle Ver- 
halten — wie es in der folgenden Mitteilung gezeigt werden 
soll — weisen unverkennbare Abhnlichkeiten der bei allen 
bisher untersuchten peptonisierten Eiwei8kérpern erhaltenen 
4 Fraktionen auf. 


Dresden, am 25, August 1922. 








Uber die chemischen Bestandteile griiner Pflanzen. 
XXII. Mitteilung.') 


Uber das Vorkommen von Bernsteinsaure und Oxalsaure 
in den Johannisbeeren (Ribes rubrum). 


Von 
Hartwig Franzen und Fritz Helwert. 


(Aus dem chem. Institut der Technischen Hochschule zu Karlsruhe.) 
(Der Redaktion zugegangen am 12. September 1922.) 


Der eine von uns hat gemeinschaftlich mit Eugen Schuh- 
macher?) gezeigt, daB die durch Bleiacetat fallbaren Sauren 
der Johannisbeeren (Ribes rubrum) hauptsichlich aus Citronen- 
siure bestehen, daB sie aber auch kleine Mengen Apfelsiiure 
enthalten. Nun fanden wir bei der Untersuchung der Kirschen *) 
(Prunus avium), daB sich aus dem Filtrat vom Bleiniederschlag 
erhebliche Mengen Milchsiiure, Bernsteinsiure und Apfelsiure 
abscheiden lieBen und da in ihm wahrscheinlich auch un- 
gesittigte Siiuren vorhanden sind. Es schien deshalb von 
Interesse zu sein, nachzuweisen, ob Milchsiiure und Bernstein- 
siure auch in den Johannisbeeren enthalten sind, wir haben 
daher das Filtrat vom Bleiniederschlag dieser Friichte, welches 
noch von der weiter oben erwaihnten Untersuchung herriihrte, 
auf diese Saiure gepriift. 

Die Aufarbeitung des Filtrats wurde in der im Versuchs- 
teil niher geschilderten Weise durchgefiihrt, die Saiuren ver- 
estert, die Ester der gebrochenen Destillation im Vakuum 


1) XXI. Mitteilung: Diese Zs. H. Franzen u. R. Ostertag, z. Zt. 
im Druck. 
*) Diese Zs. Bd. 115, S. 9 (1921). 
3) Diese Zs. Bd. 122, S. 46 (1922). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXXIV. 
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66 Hartwig Franzen und Fritz Helwert, 


unterworfen und die einzelnen Fraktionen systematisch in ihre 
Hydrazide bzw. deren Benzylidenverbindungen umgewandelt. 
Mit Hilfe der Ester-Hydrazidmethode konnte sicher Bern- 
steinsiiure, Apfelsiiture und Citronensiiure nachgewiesen werden, 
Milchsiure diirfte, wenn sie iiberhaupt vorhanden ist, héchstens 
in ganz geringfiigigen Spuren vorkommen. Der Milchsiiureester 
hitte sich in Fraktion 1(—66°) finden miissen. Diese gab 
keine festen Hydrazide; beim Eindampfen des Reaktions. 
gemenges hinterblieb nur ein ganz geringfiigiger schmieriger, 
gelber Riickstand, der nur 0,05 g Benzylidenverbindung lieferte, 
welche zum gréBbten Teil aus Benzyliden-bernsteinsiuredihydrazid 
bestand. — Wahrscheinlich sind in dem Estergemisch Spuren 
Oxalsiiureester voihanden, denn sowohl Fraktion 2 (66—100°) 
als auch Fraktion 3(100—112°) gaben sofort nach Zusatz des 
Hydrazinhydrates geringe Mengen einer krystallinen Abscheidung, 
ein Verhalten, welches fiir die Bildung von Oxalsiuredihydrazid 
aus Oxalsiureester charakteristisch ist. Die Ester der bisher 
in Pflanzen aufgefundenen Saiuren zeigen ein solches Verhalten 
nicht; die Abscheidung der festen Hydrazide tritt spiiter und 
unter anderen Erscheinungen ein. Das Verhalten dieser 
beiden Esterfraktionen bei der Einwirkung von Hydrazinhydrat 
deutet also darauf hin, da8 in den Johannisbeeren Spuren 
Oxalsiiure vorhanden sind. 


Sind nun in dem aus dem Filtrat vom Bleiniederschlag 
durch Ather extrahierbarem und mit Benzol erschépften Siiure- 
gemisch auBer den erwihnten Siiuren noch andere vorhanden? 
Das diirfte wohl sicher der Fall sein. Einen Anhaltspunkt 
gibt die Ausbeute an festen Hydraziden und das Verhalten 
des Abdampfriickstandes des Filtrats von den festen Hydra- 
ziden, namentlich bei der Umwandlung in die Benzyliden- 
verbindungen. 


Die in Betracht kommenden Ester, Oxalsiureester, Bern- 
steinsiiureester, Apfelsiiureester und Citronensiiureester, liefern 
annihernd quantitative Ausbeuten an direkt auskrystallisierenden 
Hydraziden, und zwar betriigt die praktisch gefundene Aus- 
beute aus 2,0 g¢ Ester beim 
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Oxaleiureestor . . =... .... 1,68 
Bernsteinsiiureester . . . ... . 41,6,, 
Apfelsiiureester a a oe eee 
Citronensdureester. . ..... . J,T,, 


Auch Gemische der Ester geben annihernd quantitative Aus- 
beuten an direkt auskrystallisierenden festen Hydraziden. Nun 
sind aber die Ausbeuten an festen Hydraziden aus den Johannis- 
beerestern zum Teil erheblich geringer als die unter der Voraus- 
setzung zu erwartenden, daB sie nur aus den weiter oben 
erwihnten Estern bestehen, wie die folgende Zusammen- 
stellung zeigt. Fiir den Vergleich wurden die angewandten 
Mengen Ester und die Ausbeuten an festen Hydraziden auf 
2,0 g umgerechnet. 





E ; Ausbeute an festen Erwartete Ausbeute 
sterfraktion : j 
Hydraziden an festen Hydraziden 

1 (—66°) 0,0 ¢ 0,0 g 

2 (66—100°) 0,67 1,6 

3 (100—112°%) 1,2 1,6 

4 (112—126°) 1,6 1,6 

5 (126—130°) 1,7 1,6—1,7 g 

6 (1830—138°) 1,57 1,7 

7 Dr. “> 1, 126—130° 1,3 1,7 








Ks geben also nur die Fraktionen 4 und 5 die erwarteten 
Ausbeuten an festen Hydraziden. In diesen beiden Fallen 
lieferten auch die Filtrate von den festen Hydraziden nur ganz 
geringtigige Eindampfriickstinde, die sich in feste flockige 
Benzylidenverbindungen umwandeln lieBen. In diesen beiden 
Fraktionen ist also neben den bisher nachgewiesenen Bestand- 
teilen, Bernsteinsiureester und Citronensiureester, kein weiterer 
Ester vorhanden. Anders dagegen bei den iibrigen Fraktionen; 
hier bleibt die gefundene Ausbeute teilweise ganz erheblich 
hinter der erwarteten zuriick. Fraktion 2 (66—100°), welche 
anstatt der erwarteten 1,6 g nur 0,67 g feste Hydrazide lieferte, 
mag noch Alkohol enthalten haben. Jedoch sind neben Bern- 
steinsiureester sicher noch andere Ester vorhanden, denn das 
Filtrat von den festen Hydraziden lieferte beim Eindampfen 
eine schwach gelbliche schmierige Masse, wiihrend reiner 

5* 
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68 Hartwig Franzen und Fritz Helwert, 


Bernsteinsiureester unter gleichen Umstiinden einen ganz 
geringfigigen krystallinen Riickstand hinterlaBt. Abhnlich liegen 
die Verhiltnisse bei Fraktion 3 (100—112°). Fraktion 6 
(130—138°) liefert etwas weniger als die erwartete Ausbeute 
an festen Hydraziden; beim EKindampfen des Filtrats hinter- 
blieb eine gelbliche schmierige Masse, die auffallend nach 
faulen Fischen roch und eine schmierige Benzylidenverbindung 
gab; das ganze Verhalten deutet darauf hin, daB ungesiittigte 
Ester vorhanden sind. Bei Fraktion 7 (Dr. < 1, 126—130°) 
blieb die Ausbeute an festen Hydraziden erheblich hinter der 
erwarteten zuriick; auch in diesem Falle lieferte der Kindampt- 
riickstand von den festen Hydraziden ein schmieriges Hydrazon, 
was auf die Gegenwart von ungesittigten Estern hindeutet. 

Nach dem ganzen Verhalten der Ester bei der Hydrazid- 
bildung und dem der Eindampfriickstinde der Filtrate von 
den festen Hydraziden bei der Bildung der Benzylidenverbin- 
dungen diirfte es wohl sicher sein, da neben den nach- 
gewiesenen Kstern bzw. Siuren noch andere Ester bzw. Sauren 
vorhanden sind, die wenigstens zum Teil ungesittigte Natur 
besitzen. 

Die Ester-Hydrazidmethode gestattet also nicht nur einzelue 
Siuren sicher zu kennzeichnen und die Abwesenheit anderer 
wahrscheinlich zu machen, sondern sie gibt auch einen Hin- 
weis auf die Anwesenheit noch unbekannter Siuren, was das 
Suchen nach diesen natiirlich wesentlich erleichtert. 


Versuchsteil. 


Das Filtrat von Bleiniederschlag wurde mit Schwefel- 
wasserstoff entbleit und das Filtrat vom Bleisulfid im Vakuum 
auf ein Volumen von 6 Litern mit einem Gehalt von 48°/, 
Trockensubstanz eingedampft. 50 ccm der Liésung wurden 
weiter eingedampft, verascht, die Alkalinitit der Asche be- 
stimmt und zu der Gesamtlésung so viel 20°/,ige Schwefel- 
siure hinzugefiigt, als zur Bindung der Basen notwendig war. 
Dann wurde mit Ather extrahiert. Nach 61 Stunden wurde 
die Extraktion zum ersten Male unterbrochen und der Ather 


und die Essigsiure abdestilliert; aus dem dunklen Riick- 
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stande schieden sich bei langerem Stehen Krystalle ab; diese 
wurden abgesaugt, mit wenig Wasser angeriihrt, nochmals ab- 
gesaugt, in Wasser geldst, die Lésung mit Tierkohle entfarbt, 
zur Trockne eingedampft und der farblose krystalline Riick- 
stand aus Wasser umkrystallisiert. Ausbeute 0,4 g. Farblose 
dicke Nadeln; Schmelzp. 180—181°; in Mischung mit Bernstein- 
siure Schmelzp. 180—181°% Bernsteinsiure. Die Loésung 
wurde dann weiter extrahiert und im ganzen in 210 Stunden 
43,6 g Extrakt gewonnen. Dieser wurde mit Wasser, in 
welchem er sich triib léste, auf 1,2 Liter verdiinnt und die 
Lisung erschépfend mit Benzol extrahiert, wobei ein brauner, 
angenehm riechender Balsam herausgelést wurde, der noch 
einer naheren Untersuchung bedarf. Die von benzolléslichen 
Stoffen befreite wiBrige Lisung wurde im Vakuum zu einem 
dicken Sirup eingedampft, dieser in der schon Ofters ge- 
schilderten Weise verestert und die Ester der gebrochenen 
Destillation unterworfen. 


Druck 11,5 mm. 


1. bis 66°. . . 07g 5. 126-1309. . . 07g 
2. 66—100 . , . 1,8 ee 
38.100—112 . . . 1,7 Druck <. 1 mm 

4. 112—126 .... 08 7. 126—130® ... . 1,2 


Im Kolben blieben 1,3 g eines dunklen festen Riickstandes. 
Gesamtausbeute an Estern 9,4 g. 

Aus 25 g Sirup wurden nur 9,4 g Ester erhalten; die 
Ausbeute ist also auBerordentlich schlecht, ein Zeichen dafiir, 
daB neben den gefundenen Sauren noch reichliche Mengen 
anderer Stoffe, die sich bei der Veresterung zersetzen, vor- 
handen sein miissen; hierfiir spricht auch, da8® sich nach dem 
Aufnehmen des Estergemisches mit Ather aus der dvunklen 
itherischen Lésung reichliche Mengen dunkler schmieriger 
Massen abschieden und daB sich die Pottaschelésung, mit 
welcher die Atherische Liésung durchgeschiittelt wurde, tief 
dunkel farbte und dunkle Massen absetzte. 

Hydrazide der Fraktion 1 (bis 66°. 0,6 g Ester, 
1,8ccm absoluter Alkohol, 0,5 com Hydrazinhydrat. 24 Stunden 
Zimmertemperatur: keine Verinderung. 12 Stunden Zimmer- 
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70 Hartwig Franzen und Fritz Helwert, 


temperatur: keine Verainderung. Eingedampft: wenig einer 
klaren, gelben Schmiere. 25 ccm Wasser. Benzylidenverbin- 
dung: flockig. Abgesaugt, getrocknet, mit Ather behandelt: 
schwach gelbliche, krystalline Masse. 0,05 g. Schmelzp. un- 
scharf zwischen 180—194° Aus Alkohol feine farblose 
Blattchen. Schmelzp. 232—234°; in Mischung mit Benzyliden- 
bernsteinsiuredihydrazid. Schmelzp. 233—234°. Benzyliden. 
bernsteinsauredihydrazid. 

Fraktion 1 ist wesentlich Alkohol, dem Spuren von Bern- 
steinsiiureester beigemischt sind. 

Hydrazide der Fraktion 2 (66—100°. 1,2 g Ester, 
3,6 g absoluter Alkohol, 1,0 com Hydrazinhydrat. Sofort nach 
dem Mischen geringe krystalline Abscheidung. 24 Stunden 
Zimmertemperatur: reichliche Mengen farbloser flacher Niidel- 
chen. Abgesaugt und getrocknet. 

Feste Hydrazide. Farblose flache Nadeln; bei 70-facher 
VergréBerung die typischen Nadeln des Bernsteinsiuredihydrazids. 
Schmelzp. 160—162°. Aus 20 ccm Alkohol umkrystallisiert 
Schmelzp. 166—167°; in Mischung mit Bernsteinsiiuredihydrazid 
Schmelzp. 166—167° Bernsteinsiuredihydrazid. 

Filtrat von den festen Hydraziden. 2 Stunden ge- 
kocht: keine Verinderung. 12 Stunden Zimmertemperatur: 
keine Verainderung. Eingedampft: dicke, schmierige, schwach 
gelbliche Masse. 25 ccm Wasser. Benzylidenverbindung flockig. 
Abgesaugt, getrocknet, mit Ather behandelt: schwach graues, 
krystallines Pulver. 0,1 g. Schmelzp. unscharf zwischen 180 
bis 198°. Aus Alkohol farblose Blattchen 0,08 g. Schmelz- 
punkt 228—233°; in Mischung mit Benzyliden-bernsteinsiure- 
dihydrazid keine Schmelzpunktserniedrigung. Benzyliden- 
bernsteinsaiuredihydrazid. 

Fraktion 2 besteht jedenfalls zum gréBten Teil aus Bern- 
steinsiureester; nebenbei miissen auch noch andere Kérper, viel- 
leicht Alkohol und Ester unbekannter Natur vorhanden sein; wahr- 
scheinlich sind ganz geringe Spuren Oxalsiureester vorhanden. 

Hydrazide der Fraktion 3 (100—112°). 1,6 g Ester, 
4,8 g absoluter Alkohol, 1,2 com Hydrazinhydrat. Sofort nach 
dem Mischen geringe krystalline Abscheidung. 24 Stunden 
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Zimmertemperatur: betrichtliche Abscheidung von _ kleinen 
weiBen Warzen und von feinen farblosen Niidelchen. Abgesaugt 
und getrocknet. 

Feste Hydrazide. 1,0 g. Bei 70facher VergréBerung 
die typischen Nadeln des Bernsteinsiuredihydrazids und ein 
gestaltloses Pulver. Schmelzp. unscharf zwischen 143—152°. Mit 
45 ccm Alkohol ausgekocht; ungelést 0,1 g eines farblosen 
Pulvers vom Schmelzp. 176—178°; in Mischung mit Apfel- 
siuredihydrazid Schmelzp. 178% Apfelsiuredihydrazid. 
Aus dem Filtrat vom Apfelsiiuredihydrazid beim Erkalten feine 
flache Nidelchen, Schmelzp. 164°. Bei 70facher VergréBerung 
die typischen Nadeln des Bernsteinsiiuredihydrazids. Aus 
Alkohol feine farblose Nidelchen, Schmelzp. 166—167°; in 
Mischung mit Bernsteinsiuredihydrazid keine Schmelzpunkts- 
erniedrigung. Bernsteinsiuredihydrazid. 

Filtrat von den festen Hydraziden. Eingedampft. 
50 ccm Wasser. Benzylidenverbindung flockig. Abgesaugt, 
getrocknet mit Ather behandelt. 0,15 ¢. Schmelzp. unscharf 
zwischen 175—204°. Aus 35 ccm Alkohol 0,12 g kleine 
Blittchen. Schmelzp. 233—234°. In Mischung mit Benzyliden- 
bernsteinsiuredihydrazid keine Schmelzpunktserniedrigung. Ben- 
zyliden-bernsteinsauredihydrazid. 

Fraktion 3 besteht zum gréBten Teil aus einem Gemisch 
von Bernsteinsiiureester und Apfelsiureester, von denen der 
erstere bei weitem iiberwiegt; wahrscheinlich sind auch noch 
Spuren Oxalsiureester vorhanden und auferdem noch Ester 
unbekannter Natur. 

Die aus den Fraktionen 2 und 3 erhaltenen Mengen 
Bernsteinsiuredihydrazid wurden vereinigt und nochmals aus 
Alkohol umkrystallisiert. Schmelzp. 166—167°. 

1,472 mg Substanz gaben 0,498 ccm N (21°, 751 mm). 


2,034 mg 4 » 0,688 cem N (21°, 756 mm). 
Ber. fiir C,H,,O,N, Gef. 
38,35°/, N 38,43 38,45°/, N 


Hydrazide der Fraktion 4 (112—126%. 0,5 g Ester, 
1,5 ccm absoluter Alkohol, 0,5 com Hydrazinhydrat. Sofort 
nach dem Mischen keine Verinderung. Nach '/, Stunde be- 
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79 Hartwig Franzen und Fritz Helwert, 


gannen sich die charakteristischen farblosen Apfelsiure- 
dihydrazidwirzchen abzuscheiden. 24 Stunden Zimmertempe- 
ratur: farbloser diinner Brei. Abgesaugt und getrocknet. 

Feste Hydrazide. Farbloses Pulver. 0,4 ¢. Schmelz- 
punkt 152—156°. Bei 70facher VergréBerung die typischen 
Nadeln des Bernsteinsiuredihydrazids und ein gestaltloses 
Pulver. Mit 15 ccm Alkohol ausgekocht. Ungelést 0,1 ¢. 
Schmelzp. 177—178°; in Mischung mit Apfelsiuredihydrazid, 
Schmelzp. 177—178°. Apfelsiuredihydrazid. Aus dem 
Filtrat vom Apfelsiiuredihydrazid beim Erkalten farblose flache 
Nadelchen. Schmelzp. 166—167°; in Mischung mit Bernstein- 
siuredihydrazid Schmelzp. 166—167°. Bernsteinsiuredi- 
hydrazid. 

Filtrat von den festen Hydraziden. 2 Stunden ge- 
kocht: keine Verinderung. 12 Stunden Zimmertemperatur: 
keine Veriinderung. Eingedampft: nur sehr wenig einer farb- 
losen Masse. 

Fraktion 4 besteht aus einem Gemisch von viel Bernstein- 
siiureester und wenig Apfelsiureester. 

Hydrazide der Fraktion 5 (126—130°%. 0,7 g Ester, 
2,1 ccm absoluter Alkohol, 0,6 ccm Hydrazinhydrat. Sofort 
nach dem Mischen keine Veranderung. Nach !/, Stunde be- 
gannen sich die charakteristischen Apfelsiiuredihydrazid- 
wirzchen absuscheiden und nach 1 Stunde war das Ganze zu 
einem mifig dicken Brei erstarrt. 24 Stunden Zimmer- 
temperatur: keine weitere Verinderung. Abgesaugt und ge- 
trocknet. 

Feste Hydrazide. Farbloses Pulver. 0,6 g. Schmelzp. 
unscharf zwischen 169—174°. Bei 70- und 300facher Ver- 
gréBerung gestaltloses Pulver. Mit 15 ccm Alkohol ausgekocht. 
Ungelést 0,55 g. Schmelazp. 177—179° In Mischung mit 
Apfelsiuredihydrazid Schmelzp. 177—179°. Apfelsiure- 
dihydrazid. 


1,934 mg Substanz gaben 0,581 cem N (22°, 758 mm). 
2,870 mg is » 0,864 cem N (23°, 757 mm). 
Ber. fiir C,H,,O,N, Gef. 

34,579/, N 34,63 34,59°/, N 
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Filtrat von den festen Hydraziden. 2 Stunden ge- 
kocht: keine Verinderung. 12 Stunden Zimmertemperatur: 
keine Verinderung. Eingedampft. 25 ccm Wasser. Benzyliden- 
verbindung: flockig. Abgesaugt, getrocknet, mit Ather be- 
handelt. Gelbliches glinzendes Pulver. 0,07 g. Schmelzp. 
unscharf bei 200°. Aus 18 ccm Alkohol 0,05 g feine glin- 
zende, weiBe Blittchen. Schmelzp. 233—234° Benzyliden- 
bernsteinsauredihydrazid. 

Fraktion 5 besteht wesentlich aus Apfelsiiureester, dem 
Spuren Bernsteinsaéureester beigemengt sind. 

Die aus den verschiedenen Fraktionen erhaltenen Mengen 
Benzyliden-bernsteinsiuredihydrazid wurden vereinigt und 
nochmals aus Alkohol umkrystallisiert. Schmelzp. 233—234°. 

3,845 mg Substanz gaben 9588 cem N (24°, 733 mm). 


2,906 mg = » 0,445 com N (23°, 753 mm). 
Ber. fiir C,,H,,O,N, Gef. 
17,39°/, N 17,43 17,50°/, N 


Hydrazide der Fraktion 6 (1830—138°). 1,4 g¢ Ester, 
2,8 ccm absoluter Alkohol, 1,0 ccm Hydrazinhydrat. Sofort 
nach dem Mischen keine Veranderung. Nach }/, Stunde die 
charakteristischen Apfelsiuredihydrazidwarzen. Nach 1 Stunde 
dicker Brei. 24 Stunden Zimmertemperatur: keine weitere 
Verinderung. Abgesaugt und getrocknet. 

Feste Hydrazide. Farbloses Pulver. 1,1 g. Schmelz- 
punkt 166—167°% Bei 300facher VergréBerung gestaltloses 
Pulver. Mit 25 com Alkohol ausgekocht. 0,95 g. Schmelz- 
punkt 177—179% In Mischung mit Apfelsiuredihydrazid keine 
Schmelzpunktserniedrigung. Apfelsiuredihydrazid. 

Filtrat von den festen Hydraziden. 2 Stunden ge- 
kocht: keine Verinderung. 12 Stunden Zimmertemperatur: 
keine Verinderung. EKingedampft: geringe Mengen einer gelb- 
lichen schmierigen Masse, die auffallend nach faulen Fischen 
roch. 25 ccm Wasser. Benzylidenverbindung: schmierig. 

Fraktion 6 besteht aus Apfelsiureester und wahrscheinlich 
elner geringen Menge eines ungesiittigten Esters. 

Hydrazide der Fraktion 7 (Dr. >1 mm, 126—130%). 
1,1 g Ester, 3,3 com absoluter Alkohol, 0,7 com Hydrazinhydrat. 
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Nach 5 Minuten ‘Triibung und nach einer Stunde klarey 
schmieriger Bodensatz. 24 Stunden Zimmertemperatur: keine 
weitere Verinderung. Mit Spuren Citronensiuretrihydrazid 
geimpft; nach 10 Tagen weiBe krystalline Masse. Abgesaugt. 
WeiBe Krusten. Schmelzp. 97—103°. Citronensiuretri- 
hydrazid. 

Filtrat von den festen Hydraziden. 2 Stunden ge. 
kocht: keine Veriinderung. 12 Stunden Zimmertemperatur: 
keine Veriinderung. Eingedampft: geringe Menge einer gelben 
Schmiere. 25ccm Wasser. Benzylidenverbindung: dunkel und 
schmierig. 

Fraktion 7 besteht wesentlich aus Citronensiiureester, 
dem Spuren eines wahrscheinlich ungesiittigten Esters bei- 
gemengt sind. 


Ausammenfassung, 

Unter den aus dem Filtrat vom Bleiniederschlag 
der Johannisbeeren durch Ather extrahierbaren und 
mit Benzol erschépften Siuren finden sich sicher 
Bernsteinsiure, Apfelsiure und Citronensiure. AuBer 
diesen Saéuren sind in geringer Menge noch andere, 
die zum Teil ungesattigte Natur besitzen, vorhanden. 
Andeutungen liegen dafir vor, daB das Saiuregemisch 
Spuren Oxalséure enthilt. Milchsiure dirfte kaum 
oder héchstens in Spuren vorhanden sein. 

Die Arbeit wurde mit Hilfe von Mitteln durchgefiihrt, die 
uns von der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft zur 
Verfiigung gestellt wurden. Auch an dieser Stelle sagen wir 
der Notgemeinschaft unseren herzlichsten Dank. 
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Uber 5-Methylornithin und 5-Methylarginin. 
Zur Frage nach der Herkunft des Kreatins. 
IV. Mitteilung. 

Von 
K. Thomas, J. Kapfhammer und B. Flaschentriiger. 


Aus dem Kaiser-Wilhelm-Institut fiir Arbeitsphysiologie und dem physiologisch- 
chemischen Institut der Universitat Leipzig.) 


(Der Redaktion zugegangen am 12. September 1922. 


Bei den Versuchen, die Muttersubstanz des Kreatins oder 
vielmehr die Zwischenprodukte aufzufinden, iiber die der Abbau 
des Arginins zum Kreatin erfolgt, war auch die y-Methylguanido- 
buttersiure gepriift worden’), sie gibt kein Kreatin. Es war 
der Kinwand berechtigt, daB die bisher gepriiften Substanzen, 
alles Guanidosiiuren, gar nicht an den Ort der normalen Kreatin- 
bildung gelangt sind, weil sie ganz andere Léslichkeitsverhaltnisse 
besitzen als das Arginin. Deshalb wurde das Methylarginin 
hergestellt; es zeigt 

HN : C-—N-CH,-CH,-CH,-CH-COOH 
NH, CH, NH, 
in der Tat die gleichen Léslichkeitsverhiltnisse wie das Arginin, 
verhalt sich diesem sehr &hnlich, ist aber im Gegensatz zu 
diesem vollig unangreifbar fiir die Arginase der Leber. Voraus- 
sichtlich gelangt es also unverindert bis in die Muskeln, was 
vom Arginin des NahrungseiweiBes auch bei peroraler Zu- 
fuhr — nicht zu erwarten ist. Trotzdem erfolet im Gesamt- 
tier (Kaninchen) kein Abbau zu Kreatin. 


’) Thomas und Goerne, Diese Zs. Bd. 104, S. 73 (1918). 
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Diese Beobachtungen bei den Untersuchungen iiber die 
Herkunft des Kreatins haben dann zusammen mit solchen 
iiber das Ausbleiben einer Mercaptursiuresynthese im Stickstoff- 
minimum den einen von uns zu der Annahme?) gefiihrt, da 
das OrganeiweiB auf anderen Wegen als das Nahrungseiweif 
bei der ,,Abnutzung“ abgebaut wird. Das Nahrungseiweif ge- 
langt, zum mindesten der allergréBte Teil, als Gemisch von 
Aminosiuren in den Kérper hinein. Das Organeiwei8 kann 
im Hunger mit Hilfe der autolytischen Fermente auch primir 
in Aminosiuren zerfallen, bei der ,,Abnutzung“ aber, wo seine 
Bausteine als Material zur Bildung der Inkretstoffe dienen, 
wird es nicht notwendig sein, daB diese als Aminosiuren erst 
freigemacht und dann umgebaut werden. Dies kénnte auch 
geschehen, wihrend der betreffende Baustein im Organeiweif 
noch peptidartig gebunden ist, der Inkretstoff wird zu ge- 
eigneter Zeit gleich in fertigem Zustande aus dem Organeiweib 
herausgelést. Die Theorie eilt den beobachteten Tatsachen 
voraus, als Arbeitshypothese aber wird man ihr eine gewisse 
Daseinsberechtigung zugestehen diirfen. 

Fiir den Mechanismus der Kreatinbildung aus dem im 
MuskeleiweiB vorhandenen Arginin wiirde sich dabei ergeben, 
daB dieses an irgendeiner Stelle des Weges methyliert wird, 
daB also im MuskeleiweiB Methylaminogruppen nachweisbar 
sein sollten. Bisher sind nie Methylaminosiuren bei der Hydro- 
lyse von Eiweif aufgefunden worden. Immerhin gibt es aber 
vereinzelte Angaben im Schrifttum, die auf das Vorhandensein 
solcher Gruppen hinweisen. Skraup und Krause?) haben, 
nach der Methode von Herzig und Zeisel arbeitend, im 
Casein N-Methyl nachgewiesen. Herzig und Landsteiner’) 
finden ebenfalls N-Methyl in Proteinstoffen, aber auch in seinen 
Bausteinen, z. B. im Leucin, in Glutaminsiure und zwar in 
solchen Mengen, daB mehr als 1°/, vom N der (analysen- 





1) Thomas, Die Abbauwege des OrganeiweiBes. Festschrift der 
Kaiser-Wilhelm-Gesellschaft zur Férderung der Wissenschaften. Berlin, 
Springer, 8. 208 (1921). 

?) M. Bd. 80, S. 451 (1909). 

8) B. Z. Bd. 61, S. 458 (1914). 
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reinen!) Aminosiure als N-Methyl gefunden wurde. Die Methode 
muB hier also versagt, zu Zersetzungen gefiihrt haben. Edl- 
bacher?) bemiihte sich um ihre Verbesserung; er verkiirzte 
die Erhitzungsdauer und erméglichte, die Temperatur niedriger 
zu halten. In der Tat fanden mit der neuen Methode dann 
Kossel und Edlbacher?) in sorgfaltig gereinigtem EiweiB aus 
Blutplasma und Wittepepton kein Alkyljodid mehr. Im 
Gegensatz dazu gab aber kaufliches Casein Hammarsten so 
viel Jodsilber, daB die Menge, auf CH, berechnet, 0,4°/, des 
angewandten Caseins entsprach. 

Wihrend diese Beobachtungen vielleicht fiir das Vor- 
kommen von Methylaminogruppen in Eiweifkérpern gedeutet 
werden diirfen, sprechen andere zum mindesten nicht dagegen. 

Bei der Bestimmung der Diaminosiuren vom Eiwei8 wird 
beim Histidin und Arginin ziemlich aller Kjeldahlstickstoff der 
SchluBlésung als Histidin- oder Argininpikrolonat zur Wigung 
gebracht; nur beim Lysin bleibt ein betrichtlicher Teil des 
Kjeldahlstickstoffs iibrig, der sich nicht als Lysinpikrat heraus- 
holen 14Bt. Man dachte daher u.a. an das Vorhandensein 
von Isomeren, die die Krystallisation des gewdhnlichen Lysin- 
pikrats hindern. Kutscher und Lohmann’) wiesen bei der 
Autolyse von Pankreas, Krimberg‘*) beim Aufarbeiten von 
Fleischextrakt auf diese Méglichkeit hin, Suzuki®) fand in 
Krabben- und T'ai-Fleisch das Kanirin, das er durch die Ana- 
lyse des Chlorids, Pikrats und Platinats als Isomeres vom 
Lysin erkannte. Die beste und ausfiihrlichste Beobachtung 
stammt 1905.von E. Winterstein®), der bei der Spaltung von 
KiweiB aus Lupinensamen das Dichlorid einer Base auffand, 
die zwar die gleiche Zusammensetzung wie das natiirliche 
Lysin hatte, aber mit ihm nicht identisch war. E. Fischer 
und Bergmann’) vermuteten darin ein Methylornithin; das in 





') Diese Zs. Bd. 95, S. 83 (1915). 
*) Arch. Néerlandaises de Physiol. Bd. 2, 8. 625 (1918). 
*) Diese Zs Bd. 41, S. 332 (1904); Bd. 44, S. 381 (1905). 
‘) Ebenda Bd. 55, S. 466 (1908). 

°) ©. C. I, S. 1042 (1913). 

°) Diese Zs. Bd. 45, S. 69 (1905). 

’) Liebig, Ann. der Chem. Bd. 398, S. 96 (1913). 
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a-Stellung methylierte Ornithin stellten sie daher synthetisch 
her, es zeigte aber andere EKigenschaften, vor allem fehlte die 
auffallend starke Fiallbarkeit durch Kaliumwismutjodid, die 
Wintersteins Base charakterisiert. Das 0-Methylornithin auf- 
zubauen, gelang ihnen auf dem damals eingeschlagenen Weg — 
Einwirkung von Methylamin auf den Halogenkérper — nicht. 

Der exakte Nachweis einer Methylaminosiure im Eiweif 
und gerade dieser, die vielleicht in nahen Beziehungen zum 
Kreatin steht, schien uns die Synthese wert. Sind die Kigen- 
schaften der Substanz bekannt, dann wird man mit besserer 
Aussicht auf Erfolg nach ihr unter den Hydrolyseprodukten 
des EiweiBes suchen diirfen, da ja doch nur jeweils ein kleiner 
Bruchteil des Bausteins methyliert sein diirfte. Wir schlugen 
bei der Synthese einen anderen Weg als E. Fischer ein. 
Als Ausgangsmaterial diente das durch Sérensen?) zugiinglich 
gewordene «-Benzoyl-Ornithin. Durch Einfiihrung einer Sulfo- 
siiure in die endstiindige Aminogruppe, die Methylierung der 
Sulfamidgruppe und nachfolgende Abspaltung beider Siiure- 
reste muBten wir zum 0-Methylornithin gelangen. Gelang die 
Abspaltung der Sulfosiure ohne gleichzeitiges Entfernen der 
Benzoylgruppe mit Hilfe der starken Jodwasserstoffsiiure, die 
Emil Fischer?) fiir diesen Zweck angegeben hatte, so mufte 
sich auch das Methylarginin synthetisch auf eindeutigem Wege 
bereiten lassen. Unsere Erwartungen wurden erfiillt. Den 
Weg der Synthese kennzeichnet die nebenstehende Formelreihe. 

Der Beweis fiir die 6-Stellung des eingefiihrten Methyls 
ist dadurch gegeben, daB Sérensen in seinem durch Baryt- 
spaltung aus der Ornithursiure erhaltenen Monobenzoylprodukt 
die Stellung der freien Aminogruppe durch ihre Uberfiihrung in 
Hydroxyl und Synthese der so entstandenen a@-Benzoyl-amino- 
O-Oxyvaleriansiure einwandfrei festlegen konnte. Das Lactam 
unseres Methylproduktes (Kérper VII) reagiert mit Benzaldehyd. 
Das Lactam eines a«-methylierten Ornithins besitzt keine 
primaire Aminogruppe mehr und kann daher keine Benzal- 





1) Diese Zs. Bd. 56, S. 249 (1908). 
*) Chem. Ber. Bd. 48, S. 93 (1915). 
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verbindung geben. Allerdings gelang es uns wegen Material. 
mangels noch nicht, den Kérper VIII krystallisiert zu erhalten, 
DaB eine Reaktion beim Zusammengeben vom Piperidon VII 
mit Benzaldehyd eintritt, geht ohne weiteres aus der freiwilligen 
Erwirmung des Gemisches hervor. 

Im folgenden wird die Darstellung des Methylornithins und 
Methylarginins beschrieben. Von ersteren wurden die Ver- 
bindungen mit Salzsiure und Platinchlorwasserstoffsiure und 
mit Salpetersiure dargestellt, auBerdem wurde es in sein An- 
hydrid des N-methyl-9-(2) Aminopiperidons (VII) tibergefiihrt und 
dieses als Platinat und Pikrat charakterisiert. Vom Methyl- 
arginin wurden das Chlorhydrat, Nitrat und Kupfernitratdoppel- 
salz, das Mono- und Dipikrat beschrieben. Auch beim natiir- 
lichen Arginin gelingt die Darstellung eines Dipikrates. 

Ob das Wintersteinsche Lysinisomere mit dem )- 
Methylornithin identisch ist, liBt sich mit Sicherheit nicht 
entscheiden, solange von letzterem nur der Racemkérper be- 
kannt. Die Pikrate des Methylarginins wurden eingehend 
untersucht, weil sie gewisse Ahnlichkeiten aufweisen mit einem 
isomeren Arginin, das Suzuki unter den Extraktivstoffen einer 
Muschel aufgefunden hat. Zur sicheren Entscheidung itiber 
die Identitit beider Substanzen fehlt aber einmal beim 
synthetischen Produkt die optische Spaltung, beim natiirlichen 
eine bessere Charakterisierung, die bisher wegen Materialmangels 
auch in der Originalarbeit fehlt. 


Versuehsteil. 


1. Rac. e-benzoyl-ornithin. 
H,N-CH,CH,CH,CH(NHCOC,H,)COOH. 

Die in groBen Mengen als Ausgangsmaterial fiir diese 
Untersuchung bendtigte rac. Ornithursiure wurde nach der 
Malonestersynthese von Sérensen?) dargestellt. Die Synthese 
geht vom Bromphthalimidopropyl aus, das mit Natriun- 
phthalimidomalonester kombiniert wird. Durch milde Ver- 
seifung wird eine Tetracarbonsdure erhalten, die beim Erwarmen 


1) Diese Zs. Bd. 44, 8. 450 (1905). 
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CO, verliert und jetzt beim Behandeln mit starker Salzsaure 
, guter Ausbeute salzsaures Ornithin liefert, das am besten 
durch Benzoylierung nach Schotten-Baumann gleich als 
(rnithurséure isoliert wird. Da der Phthalimidomalonester 
bei Kahlbaum kauflich war, sind zur Synthese im Laboratorium 
nur einige Reaktionen auszufiihren, die zudem das Arbeiten 
mit gréBeren Mengen gestatten. Wir kénnen daher Sérensen 
rollig beistimmen, wenn er von seiner Methode sagt. daB sie 
,auBerordentlich einfach sei und eine hervorragende Ausbeute 
an reiner Ornithurséure gebe“. Wir haben aut diese Weise ins- 
gesamt ungefahr 1+/, kg davon hergestellt.!) Ihre vorsichtige 
Spaltung mit Salzsiure fihrt zum gut krystallisierenden 
)-Benzoylornithin, beim Erwarmen mit Baryt unter bestimmten 
Bedingungen wird «-Benzoylornithin erhalten, das leicht léslich 
ist und weniger Neigung zur Krystallisation zeigt. Diese 
Spaltungen sind bereits von Sérensen durchgearbeitet. Das 
)-Benzoylornithin erhalt er?) durch Behandeln der Ornithursiure 
mit dem 4,4fachen Aquivalent Baryt in der 50fachen Menge 
Wasser wihrend 10 Stunden im siedenden Wasserbad, Aus- 
tallen von Benzoesiure und unangegrifiener Ornithursiiure mit 
Salzsiure, genauestes Entfernen von Chlor und Baryt aus dem 
Filtrat mit Silbersulfat und vorsichtigem Einengen der jetzt 
chlor-, silber-, sulfat- und bariumfreien Lésung. Dieses sorg- 
filtige Entfernen von Chlor und Silber ist recht listig, man 
kommt einfacher zum Ziel, wenn die unangegrifiene Ornithur- 
siure zusammen mit der groBen Menge Baryt durch Schwefel- 
siure entfernt wird.*) Nach mehrstiindigem Stehen in der 
Kalte wird abgesaugt und mit Eiswasser gut ausgewaschen. 
Die freie Schwefelsiure enthaltende Lésung wird mit Ather 
zur Entfernung der Benzoesiure durchgeschiittelt; dann durch 


') Dabei hatten wir uns anfangs der Hilfe von Herrn Dr. Paul 
Wolff zu erfreuen. 

*) Diese Zs. Bd. 76, S. 52 (1911). 

3) Dem Bariumsulfatniederschlag kann die kostbare Ornithursiure 
durch Schiitteln mit Ammoniak leicht entzogen, und aus dem Filtrat 
durch Ausfillen mit Schwefelsiiure zur weiteren Verwendung rasch 
zuriickgewonnen werden. 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXXIV. 6 
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Baryt aufs sorgfaltigste von Sulfat befreit und darauf das 
klare Filtrat im Vakuum stark eingeengt. Es krystallisiert 
a-Benzoylornithin in den charakteristischen langgestreckten 
Plattchen. 

Es ist verunreinigt mit etwas Benzoylamido-piperidon 


 maiicetieliaaiinaica cm luabic a , 





das ihm am besten durch siedenden Essigester entzogen wird. 
Aus heiBem Wasser fillt das Anhydrid in langen weiBen 
Nadeln vom Schmelzp. 184°. Zur Analyse wurde bei 55° im 
Vakuum iiber P.O, getrocknet. 
1. 0,1510 g Substanz gaben 0,3364 g CO, und 0,0947 g H,O. 
2. 0,1348 g - binden 11,3 ccm = 15,82 mg N. 
Fiir C,,H,,0.N,. Mol.-Gew. 218,1. 
Ber. 66,1 °/, C 6,4 °/, H 12,7 %/, N 
Gef. 66,04 __,, 6,40 ,, 12,75, 

Das Piperidon lést sich im Gegensatz zum Benzoyl- 
ornithin nicht in waBriger Soda- oder Bicarbonatlésung. Ks 
entstand bei dem ersten Spaltungsversuch, der genau nach der 
Vorschrift von Sérensen aufgearbeitet wurde, in gréBerer 
Menge (4—5 g aus 31,8 g Ornithursiure) als spiiter, wo die 
Salzsiure dabei umgangen wurde (z. B. 16g aus 134,5 ¢ 
Ornithursiure), womit aber nicht gesagt sein soll, da diese 
dafiir verantwortlich gemacht werden muB. 

Das Benzoylornithin wurde dann aus der 7 fachen Menge 
siedenden Wassers umkrystallisiert, durch systematisches Auf- 
arbeiten der Mutterlauge noch weitere ebenfalls reine Anteile 
erhalten. In der letzten Mutterlauge bleibt Ornithin zuriick, 
das wieder in Ornithursiure iibergefiihrt wird. In vielfachen 
Darstellungen wurde die von Sérensen angegebene Ausbeute 
von 60°/, der Theorie!) erreicht, im giinstigsten Fall sogar 
80°/, Ausbeute erhalten. Das 0-Benzoylornithin schmilzt je 
nach der Art des Erhitzens im Schwefelsiurebad bei 2830—250° 
unter Zersetzung, nach Sérensen auf Bl. Mag. 5 Sek. bei 





1) Unter Beriicksichtigung der zuriickerhaltenen unangegriffenen 
Ornithursiure. 
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264—267°. Die sonstigen Eigenschaften stimmen vollstindig 
mit der Beschreibung von Sérensen iiberein. 


2. d-Toluolsulfo-a-benzoyl-ornithin. 
C,H,S0,NH-CH,CH,CH,CH(NHCOC,H,)COOH. 

1/, Mol. @-Benzoylornithin (59,6 g) werden in 125 ccm 
2/1 n-Natronlauge gelést und mit einer Lésung von 3 Aqui- 
valenten Toluolsulfochlorid (145 g) in Ather (400 ccm) ge- 
schiittelt. Wenn die alkalische Reaktion verschwunden ist, 
werden neue Mengen Lauge zugefiigt, bis 47/, Aquivalente 
verbraucht sind. Im ganzen wurde 10 Stunden geschiittelt, 
wenn noch gréBere. Mengen gleichzeitig in Arbeit genommen 
wurden, auch noch linger. Zum SchluB wird die alkalische 
Lisung mit Ather durchgeschiittelt, um unverbrauchtes Toluol- 
sulfochlorid zu entfernen. Dabei setzen sich an der Grenz- 
schicht von Wasser aus Ather weife Krystalle ab. Von ihnen 
wird abgesaugt, wobei der Niederschlag mit Ather und Wasser 
gewaschen wird. Weiteres dariiber siehe unten. Das alkalische 
Filtrat wird dann mit Salzsiure kongosauer gemacht. Die 
honigartige Fillung krystallisiert langsam im EKisschrank. Am 
raschesten kommt man zum Ziel, wenn die waBrige Mutterlauge 
von ihr abgegossen und sie aus 100—150 ccm LEisessig um- 
krystallisiert wird. Es fallen beim Abkiihlen sofort feine weiBe 
Nadeln, die unscharf bei 160—164° unter Aufschiumen schmelzen. 
Sie sind das gesuchte Produkt. 

Zur Analyse wurde im Vakuum bei 100 iiber KOH ge- 
trocknet. 


1. 0,1614 g Substanz gaben 0,3482 g CO, und 0,0818 g H,0. 
2. 0,3761 g . binden 18,90 cem n/10-Siure = 26,46 mg N. 
3. 0,2003 g ‘ »  0,1170 g BaSQ,. 
Fiir C,,H,,0,N.S8. Mol.-Gew. 390,38. 
Ber. 58,429, C 568% H 7,189, N 822%, 8S 
Ge eee 060, CUCTtiC‘«<R_‘(i‘iéza “SSC hl! CC, 
Aus der Eisessigmutterlauge kann noch eine kleine Menge 
der Verbindung gewonnen werden, zuriick bleibt reichlich Harz. 
Die Ausbeute an reiner Substanz betrug im giinstigsten Fall 
nur 57°/. der Theorie. Bei der Sulfonierung braucht ein 
6* 
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Uberschu8 von Alkali nicht ingstlich vermieden werden, jn. 

(xegenteil, Mangel an Alkali begiinstigt die Ausbeute an dem 

oben erwihnten, in Alkali unléslichen Nebenprodukt. Diese 

weiBen Nadeln sind N-Toluolsulfo-8-benzoylamino-piperidon 
C,H, 80, NCOCH(NHCOC,H,)CH,CH,CH, , 





von dem bei verschiedenen Darstellungen 5—15 g entstanden. 
Aus 30 Teilen 60°/, Alkohol umkrystallisiert, schmilzt es bei 
184°, Zur Analyse wurde bei 100° im Vakuum iiber P,0. 
getrocknet. 


1. 0,1708 g Substanz gaben 0,3853 g CO, und 0,0859 g H,0. 














2. 0,1500 g - » 1,65 cem n/10-Siiture = 10,71 mg N. 
3. 0,2044¢ »  0,1260 g BaSO,. 
Fiir C,,H,,0,N,8. Mol.-Gew. 372,2. 
Ber. 61,279), C 5,429, H 7,589, N_—-8,32%, S 
Gef. 61,65 ,, 563 #.,  #+j.714 «4, 8,47 


Ks lést sich kurz gekocht mit starker (ungefahr 15°), 
Natronlauge wieder in dieser auf, indem der Piperidonring aut- 
gespalten wird. Beim Ansiuern der abgekiihlten Loésung fallt 
das bei 165° schmelzende Ornithinderivat rein aus.') Diese 
Beobachtung erméglichte auch eine weitere Verwertung der 
oben erwihnten Harze. Sie werden ebenfalls in kochender 
Natronlauge gelést und gekihlt, wenn ndtig filtriert, beim Ver- 
setzen mit Salzsiure werden zwar meistens auch jetzt keine 
Krystalle erhalten, doch kénnen solche gewonnen werden, wenn 
die harzige Fallung jetzt aus Kisessig oder Alkohol krystalli- 
siert wird. 

Die bei der Sulfonierung angefallene salzsaure Mutterlauge 
enthalt noch reichlich Stickstoff, offenbar trotz des groben 
Uberschusses von Sulfochlorid nicht in Reaktion getretenes 
Benzoylornithin. Sie wird zweckmaiBig im Vakuum eingeengt, 
nach dem Abkiihlen Salzsiuregas eingeleitet und dadurch die 
Toluolsulfosiure abgeschieden. Nach dem Absaugen wird ver- 
diinnt und die alkalisch gemachte Lésung nochmals mit Toluol- 





1) Am N nicht substituierte Piperidone werden durch konz. Salz- 
siiure aufgespalten, z. B. E. Fischer und Zemplen, Berl. Ber. Bd. 42. 
S. 4878 (1909). 
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sulfochlorid geschiittelt und wenn eine Kjeldahlbestimmung im 
der dann anfallenden Lésung es erforderlich macht, diese Be- 
handlung noch einmal wiederholt. 


6-Toluolsulfo-e-benzoylornithin ist leicht léslich in kaltem 
Methyl- und Athylalkohol, Aceton, wenig léslich in Essigester 
und Chloroform, nicht léslich in Wasser, wenig léslich in kaltem 
Hisessig, sehr leicht in heiBem, so daB dieser sich am besten 
zum Krystallisieren eignet. 


3. O-Toluol-sulfo-methylamino-a@-benzoylamido- 
valeriansiure. 


C,H,SO, -N(CH,)CH,CH,CH,CH(NHCOC,H,)COOH. 


Die Methylierung erfolgt quantitativ mit Dimethylsulfat 
in natronalkalischer Lésung. 0,1 Mol (39,0 g) des Toluolsulfo- 
benzoyl-ornithins werden in 100 ccm 2/1 n-Natronlauge gelést, 
und mit 8 Aquivalent Dimethylsulfat (38 g) geschiittelt. Es 
setzt sofort eine Reaktion ein, die sich durch leichte Er- 
wirmung bemerkbar macht; allmihlich werden noch drei 
weitere Aquivalente Lauge zugegeben und dabei auf der 
Maschine kriftig geschiittelt. Wenn alles Dimethylsulfat ver- 
braucht ist (die Fliissigkeit schiumt wieder), wird bei alkalischer 
Reaktion eine Stunde im siedenden Wasserbad gehalten und 
die noch heife klare Fliissigkeit mit 10 Aquivalenten Hisessig 
versetzt. Das im ersten Augenblick fallende wei®e Ol kry- 
stallisiert sofort. Nach dem Abkiihlen wird abgesaugt und mit 
Kiswasser ausgewaschen. Schmelzpunkt bei verschiedenen Dar- 
stellungen 180, 182, 185°. Zur Reinigung wird aus dem drei- 
fachen Gewicht WHisessig umkrystallisiert. Beim Abkihlen 
erstarrt die Masse zu einem festen Brei zarter Nadeln. Ab- 
gepreBt, mit Kiswasser ausgewaschen und getrocknet schmelzen 
sie scharf bei 188—189°. Ausbeute 38,2 g = 94,6°/, der 
Theorie. Aus der Mutterlauge werden noch weitere 4,9 g vom 
Schmelzp. 188° gewonnen. Auch aus dem 20fachen Volumen 
90°/,igen Alkohols krystallisiert die Verbindung vollstindig in 
schénen Nadeln wieder aus. Zur Analyse wurde bei 100° im 
Vakuum iiber KOH getrocknet. 
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1. 0,1011 g Substanz neutralisieren (Phenolphthalein) 2,50 ccm n/10- 
Natronlauge. 

2. 0,2101 g Substanz gaben 10,40 ccm n/10-Saéure = 14,56 mg N. 
3. 0,1602 g . »  0,8490 g CO, und 0,0871 g H,0. 
4.0,2018g¢ ,, »  0,1145 g BaSC,. 

Fiir C,,H,,0,;N,. Mol.-Gew. 402,26. 
Ber. 59,69°/, C 6,01°/, H 6,97°/, N 7,97°/, S 11,19%/, COOH 
Gef. 59,44 , 608 , 693 ,, 7,79 ,, 11,18 


4, Toluolsulfo-methyl-ornithin. 
C,H, SO,N(CH,)CH,CH,CH,CH(NH,)COOH. 

Da die eben besprochene Benzoylverbindung auch in 
siedendem Wasser nahezu unléslich ist, geht die Abspaltung 
der Benzoeséure durch wiBrige Schwefel- oder Salzsiure nur 
sehr langsam vor sich. Alkoholische Sdure, in der die Ver- 
bindung léslich ist, kann nicht benutzt werden, weil sie zur 
Bildung des Piperidons AnlaB gibt.?) 

"/1 99 Mol (4,0 g) 6, 0-Toluolsulfomethyl-a-benzoyl-ornithin wird 
mit 100 ccm 20°/,iger Salzsiure und 10 ccm Sprit 30 Stunden 
am RiickfluB gekocht. Allm&hlich verschwindet dabei ein Teil 
der Krystalle. Nach dem Abkihlen wird die Benzoesiure 
(0,6 g von dem Schmelzp. 120°, Mischprobe) mit Ather, aus 
der salzsauren Liésung unverindertes Ausgangsmaterial (2,2 ¢ 
Schmelzp. 188°, Mischprobe) durch Filtrieren entfernt und diese 
auf dem Wasserbad eingedunstet. Dabei scheiden sich glin- 
zende Plittchen ab, die in kaltem Wasser und Alkohol ziemlich 
leicht léslich sind, nicht in Ather und konzentrierter Salz- 
siure. Sie werden abgesaugt und mit Wasser, Alkohol und 
Ather gewaschen und dann im Vakuum iiber Kaliumhydroxyd 
bei 100° getrocknet. Ausbeute 0,3 g. Schmelzp. 228°. 

1. 0,1138 g Substanz geben in schwefelsaurer Lésung mit Silber- 
sulfat 0,0460 g AgCl, das Filtrat, nach Kjeldahl verbrannt, bindet 
6,65 cem n/10-Saéure entsprechend 9,31 mg N. 

2. 0,1643 g Substanz gaben 0,1145 g BaSQ,. 

Fiir das Chlorhydrat des Toluolsulfomethylornithins 

C,,H,,.0,N,S- HCl. Mol.-Gew. 336,6. 
Ber. 10,53°/, Cl 8,32°/, N 9,51°/, S 
Gef. 10,00 - 8,18 = 9,57 . 





1) EB. Fischer u. Zemplen, Berl. Ber. Bd. 42, S. 4886 (1909). 
8-Amino-e-piperidon aus Ornithin durch methylalkoholische Salzsiure. 
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Die Mutterlauge wird mit Silbercarbonat vom Chlor befreit, 
mit Schwefelwasserstoff vom iiberschiissigen Silber eingeengt 
und der halb erstarrte Riickstand auf Ton gestrichen, darauf 
aus wenig Wasser umkrystallisiert. Es fallen 0,04 g farblose 
diinne Plattchen mit schragen Kanten, die bei 230° weich 
werden, sich bei 245° (unkorr.) zersetzen und Kupferhydroxyd 
wie g¢-Aminoséuren beim Kochen mit tiefblauer Farbe lésen. 


17,610 mg Substanz gaben 33,440 mg CO, und 10,425 mg H,0O. 
Fiir Toluolsulfo-methylornithin 


C,,H.,0,N,S. Mol.-Gew. 300,2. 
Ber. 51,98°/, C 6,729), H 
Gef. 51,81 _,, om «(Co 


5. 0-Methyl-e@-benzoyl-ornithin. 
CH,NH-CH,CH,CH,CH(NHCOC,H,)COOH. 

8 g der Toluolsulfoverbindung werden mit 80 ccm Jod- 
wasserstoffsiure') (D. 1,96) und 10 g Phosphoniumjodid im 
KinschluBrohr bei 50—60° im Wasserbad gehalten. Die 
Reaktion setzt sofort unter Jodabscheidung ein und verlauft 
auch hier ganz nach den Angaben von E. Fischer.”) Unter 
kriftigem Schiitteln entfarbt sich die Fliissigkeit. Die Sulfo- 
verbindung verschwindet allmihlich, es scheidet sich das Mer- 
captan als Ol ab. Um die Benzoylgruppe nicht abzuspalten, 
wurde die Reaktion bei 50—60° zu Ende gefiihrt, was nach 
1 Stunde der Fall war. Der noch warme Rohrinhalt wird in 
kaltes Wasser gegossen und einige Zeit in der Kialte stehen 
gelassen. Es ist zweckméBig, den Inhalt mehrerer Rohre 
weiterhin gemeinsam zu verarbeiten. Das erstarrte p-Toluyl- 
mercaptan wird abgesaugt, das Filtrat im Vakuum méglichst 
von Jodwasserstoff befreit, der Destillationsriickstand in Wasser 
gelést, mit Bleioxyd im UberschuB geschiittelt. Das ein wenig 
opaleszierende Filtrat*) gibt jetzt nur noch ganz schwache Jod- 
reaktion; es wird mit Schwefelwasserstoff vom Blei befreit und 


1) In Eiskochsalz gekiihlt. 

*) Berl. Ber. Bd. 48, 8. 93 (1915). 

*) Es empfiehlt sich, den Bleischlamm mehrmals auszukochen, er 
halt hartnackig von der gesuchten Verbindung zuriick — Kontrolle durch 
N-Bestimmung im Filtrat. 
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in Schalen eingeengt. Nach nochmaligem Filtrieren wird auf 
dem Wasserbad bis zur beginnenden Krystallisation eingedampti 
und dann mit dem vierfachen Volumen Alkohol verriihrt. Ks 
beginnt bald ein mikroskrystallines weifes Pulver zu fallen, 
das die gesuchte Verbindung darstellt. Abgesaugt und mit 
Alkohol und Ather gewaschen, ist sie bereits recht rein, 
Schmelzp. 214° unter Zersetzung. Sie wird noch einmal in 
der doppelten Menge Wasser heif gelést und mit dem acht- 
fachen Volumen 96°/,igen Alkohols versetzt, worauf die Ver- 
bindung in 1—2 Tagen wieder in gleicher Weise fallt. Schmelz- 
punkt 215°. 

Die noch jodhaltigen Mutterlaugen werden mit Silber- 
carbonat vom Halogen, mit Schwefelwasserstoff vom Silber 
befreit, egeengt und ebenfalls zum Schlu8 mit Alkohol ver- 
setzt. Diese Fraktionen schmelzen bei 193, 197 und 198°. 
Zur Reinigung werden sie wieder in etwas mehr als der 
doppelten Menge Wasser gelést und mit Alkohol versetzt. 
Beim Stehen tiber gebranntem Kalk und Alkohol krystallisiert 
dann allmihlich die Verbindung geniigend rein aus (Schmelz- 
punkt 210—211—214°). Aus 121 g der Toluolsulfoverbindung 
wurden so 62,6 g reines Methylbenzoylornithin erhalten = 82°), 
der Theorie. Zur Analyse wurde im Vakuum iiber P,O, bei 
106° getrocknet. 

1. 0,2509 g Substanz gaben 19,95 cem n/10-Séure = 27,93 mg N. 

2. 0,1501 ¢ m ‘i 0,3406 g CO, und 0,1002 g H,0O. 


Fiir Catv N,. Mol.-Gew. 250,2. 
Ber. 62,00°/, C 7,20°/, H 11,19°/, N 
Gef. 61,91 ,, . is 


Die Verbindung ist sehr leicht léslich in Wasser, weniger 
in Methylalkohol, nicht oder kaum in Athylalkohol, Aceton, 
Essigester, Ather. 


6. dl-Methylornithin. 
CH,NH-CH,CH,CH,CH(NH,)COOH. 
Zur Darstellung des Dichlorids wird die Benzoylverbindung 
mit der 8—i0fachen Menge 20°/ iger Salzsiure am Riickflub 
10 Stunden gekocht. Um Verluste durch StoBen zu vermeiden, 
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ut wurde ein schwacher Strom von CO, durch das siedende Ge- 
tt misch geleitet. Nach kurzem Stehen in der Kilte wird die 1 
s Benzoesiiure durch Absaugen, Reste durch Ausiithern entfernt an 
I; ; und die salzsaure Lisung auf dem Wasserbad mehrfach zur ti 
it Trockne eingedampft, und so auch der gréBte Teil der iiber- | 
I | schiissigen Salzsiure entfernt. Zum SchluB wird der helle vi 
Nn Sirup im Vakuum iiber Natronkalk getrocknet. Er _ kry- ng 
| stallisiert meistens von selbst nach einigen Tagen, dann wird ia } 
. er am besten mit wenig Alkohol durchtrinkt, die so filtrierbar 7 

' gewordene Mutterlauge abgesaugt und die Krystalle mit frisch 4 

destilliertem Aceton gewaschen. Ausbeute um 80°/, der | | 

. Theorie. In der Mutterlauge befindet sich das Piperidon. Zur ; al 
: | Analyse wurde bei 56° im Vakuum iiber P,O, getrocknet. Bi 


1. 0,1617 g Substanz gaben 0,1948 g CO, und 0,1072 g H,O. 


. 2. 0,1578 g ‘ . 09,2072 g AgCl und 14,35 ecem n 10- ¥! 
Siiure = 20,09 mg N. a 
Fir C,H,,0.N,-2HCI. Mol.-Gew. 219,07. i 


Ber. 32,86°/, C 7,369, H 12,799, N  32,87°/, Cl 7 | 
Gef. 32.88 , 17,42 ,, 1273 ., 3248 , i 


| Das Salz krystallisiert in mikrokrystallinen Nadeln oder 
in derben Krusten von Rhomboedern, ist spielend lislich in 
\Vasser, viel schwerer léslich in siedendem Athyl- und Methyl- | 
alkohol, nicht léslich in Ather, Aceton. Weder Alkohol noch | 


xonzentrierte Salzsiure ist zum Umkrystallisieren geeignet, so | 
dafi es nur unter Verlusten durch Lésen in sehr wenig Wasser me 


und Ausfallen mit Aceton gereinigt werden kann. Die wiBrige 
Lisung reagiert gegen Kongo sauer. Das Salz schmilzt bei 157° I | | 
unkorr.) langsam im Schwefelsiurebad erhitzt zu einem weiben af 
SchmelzfluB, der, héher erhitzt, sich unter Gasentwicklung zersetzt. ; 

Das Platinat wird aus dem Chlorid erhalten durch Ein- 
dunsten der vereinigten Liésung iquimolekularer Mengen im | 
exsiccator. Der Riickstand erstarrt nach 2 Tagen, die Masse 
wird dann aus sehr wenig konzentrierter Salzsiure um- 
xrystallisiert, und diese Reinigung noch einmal wiederholt. 
Das Platinat wird in verdiinnter Salzsiiure gelést und die 
Lisung im Exsiccator tiber Schwefelsiiure und Kali eingetrocknet. 
Die dichten braunen Krusten lassen sich leicht polarisieren. 
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Schmelzp. 206° (unkorr.) unter Zersetzung; nicht hygroskopisch 
und nicht lichtempfindlich, sehr leicht léslich in Wasser, Salz. 


saure, Alkohol. Die Substanz enthilt kein Krystallwasser. 
1, 9,194 mg Substanz gaben 4,342 mg CO,; 2,412 mg H,O; 


3,190 mg Pt. 
2. 11,516 mg Substanz gaben 5,507 mg CO,; 2,734 mg H,O; 
4,057 mg Pt. 
8. 10,855 mg Substanz gaben 3,831 mg Pt. 
4. 17,045 mg - » 0,740 cem N, 13° 755 mm. 
Fiir C,H,,0,N.-H,PtCl,. Mol.-Gew. 556,1. 
Ber. C 12,95°/, H 2,90°/, N 5,04°/, Pt 35,10%, 
Gef. 1. ,, 12,89 9 2594 — 34,70 
2. ,, 13,05 » 2,66 — , 35,23 
3. — — — 95 39,25 
4, — — », 4,95 — 


Das Monochlorid laBt sich nicht aus dem Dichlorid durch 
Zusatz der berechneten Menge von Calciumoxyd bereiten, denn 
auch durch vielfaches Auskochen mit Alkohol kann das Calcium- 
chlorid nicht entfernt werden. Dagegen wird das Monochlorid 
durch Entchloren mit Silbercarbonat und Zugaben der fiir ein 
Aquivalent berechneten Menge Salzsiiure und Fiillen der kon- 
zentrierten wiBrigen Lésung mit Alkohol als kreidiges Pulver 
erhalten, das sich unscharf bei 215—225° zersetzt. Es eignet 
sich nicht zum Identifizieren. 

Uber das Verhalten des Methylornithins Alkaloidfillungs- 
mitteln gegeniiber siehe S. 92. 


7. N-Methyl-@-(2)-Aminopiperidon. 
CH, 
H,C~~ NCH-NH, 
W000 
N 


| 
CH, 


Das Methylornithin geht sehr leicht unter RingschluB in 
sein Anhydrid iiber, noch leichter als dies vom natiirlichen 
Ornithin bekannt ist.) Schon bei der Darstellung des Methy!- 


1) Vgl. hierzu die besonders leichte Bildung von N-Methylisatin 
beim bloBen Ansiiuern vom N-methylisatinsauren Natrium; bei der nicht 
methylierten Siiure ist Erwirmen zum Ringschlu8 notwendig. Meyer- 
Jacobsen II, S. 160 u. 262. 




















ch 
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ornithindichlorids aus seiner Monobenzoylverbindung entsteht 
das Piperidon und bleibt in der sirupésen Mutterlauge, aus 
der es als Pikrat herausgeholt werden kann. Vollstandiger 
kommt der Ringschlu8 zustande, wenn man nach der Vorschrift 
yon EK. Fischer u. G. Zemplen?) arbeitet. Das Anhydrid 
\ést sich sehr leicht in Wasser, Methyl- und Athylalkohol schon 
in der Kalte, in warmem KEssigester, wenig in Aceton, nicht in 
Ather, Benzol und Petrolaither. In wenig wiBriger Salzsiure 
velést und mit Platinchlorid im UberschuB versetzt, erfolgt 
auch bei Zusatz vom 10 fachen Volumen Alkohol keine Fallung. 
Die Lésung wird daher eingedunstet und aus sehr wenig 
rauchender Salzsiure umkrystallisiert, rhombische hellgelbe 
Blattchen. Schmelzp. 210° 

1. 9,916 mg Substanz gaben 7,904 mg CO,; 3,397 mg H,O; 

2,938 mg Pt. 
2. 9,415 mg Substanz gaben 7,433 mg CO,: 3,036 mg H,O: 


2,719 mg Pt. 
3. 9,446 mg Substanz gaben 7,508 mg CO,; 3,206 mg H,0O; 
2,861 mg Pt. 
4. 16,686 mg Substanz gaben 1,142 cem N, 1° 755 mm. 
5. 10,217 mg ve 3,026 mg Pt. 
Fir (C,H,,ON,|,-H,PtCl,. Mol.-Gew. 666,3. 
Ber. C 21,62%,  H 3,93%, N 841% Pt 29,8 %, 
Gef. 1. ,, 21,75 » 3,83 ais », 29,68 
2. ,, 21,54 » 3,61 _ » 28,88 
3. ,, 21,68 » 3,80 _ » 30,29 
a a cnt » 8,32 , 29,62 


Das Pikrat fallt in Nadeln beim Zusatz von alkoholischer 
Pikrinsaiure oder wiBriger Natriumpikratlésung zur alkoholischen 
oder waBrigen Lésung des Chlorhydrats; es wird aus dem 
90 fachen Gewicht 96°/, igen Alkohols umkrystallisiert. Schmelz- 
punkt 207°. Zur Analyse wurde bei 100° iiber P,Q. ge- 
trocknet. 


1. 0,1499 g Substanz gaben 0,2244 g CO, u. 0,0609 g H,O. 


2. 0,1490 g ss » 0,2220 g CO, u. 0,0604 g H,0. 
2,0,1268¢ ,, » 21,4 eem N, 15° 757 mm. 

4. 0,1257 g ‘is 5 21,8 cem N, 15, 736 mm. 

5. 1,5297 g + ,»  1,0106 g Pikrinsiure. 


Chem. Ber. Bd. 42, S. 4886 (1910). 
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Fir C,H,,ON,: C,H,0,N3. Mol.-Gew. 359,2. 
Ber.  C 40,10°%  H 4,21°/, N 19,63°/, Pikrinsiiure 63,8° | 
Gef. 1. ,, 40,83 » 4,54 _- —_ 
2.,, 40,65 ,, 4,54 — — 
we » 19,92 i 
4 — — , 19,91 — 
D. — one —_ is 66,0 
Die Léslichkeit dieses razemischen Pikrats in Methy|- 
alkohol wurde wegen Materialmangels bisher nicht untersucht, 
die der etwa in der Natur vorkommenden d-Verbindung hitte 
zur Abtrennung von Lysin und Ornithin im Hinblick auf die 
Angaben von Kossel und Wei8?) Interesse. 


Verhalten gegeniiber Alkaloidfillungsmittel. 


Winterstein fand bei der Hydrolyse von Eiweif aus 
Lupinensamen ein Chlorhydrat, daB er als ein Isomeres des 
gewohnlichen Lysinchlorids ansprach. Es war in Methylalkohol 
unléslich, einmal aus wenig Wasser krystallisiert, sinterte es 
bei 155°, schmolz bei 160° und schiumte bei 162° auf. Das 
Chlorhydrat des natiirlichen d-Lysins schmilzt bei 193°. Das 
racemische d-Methylornithinchlorhydrat schmilzt bei 157°, das 
Chlorhydrat seines Anhydrids ist in reinem Zustande noch 
nicht bekannt. Alkaloidfallungsmitteln gegeniiber verhielt sich 
Wintersteins Lysin auch etwas anders als das gewéhnliche 
Lysin; mit Gold- und Platinchlorid gab eine 5°/, ige Liésung 
keine Fallung. Charakteristisch war, da es auch in grober 
Verdiinnung mit Kaliumwismutjodid einen stark glinzenden, 
krystallinen zinnoberroten Niederschlag gab. Das 0-Methyl- 
ornithin gibt nun selbst in konzentrierter Lésung mit Kalium- 
wismutjodid keine Fallung, vorausgesetzt, dafi es ganz rein, 
frei von Piperidon ist. Letzteres dagegen gibt noch in einer 
0,02°/, igen Lisung mit diesem Reagens sofort eine dlige, bald 
aber krystallinisch erstarrende Fillung. 

Winterstein hat bei der Analyse den C-Gehalt etwas 
zu hoch gefunden; bei der leichten Uberfiihrbarkeit des methy- 
lierten Ornithins in das Piperidon hat méglicherweise sein 





1) Diese Zs. Bd. 68, 8. 160 (1910). 
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Lysinisomeres etwas vom Anhydrid mit enthalten und dieses 
" die Fallbarkeit des Lysins fiir Kaliumwismutjodid vorgetiuscht. a 
Winterstein hat ferner eine Fallung erhalten mit P. W.S. y 
und P.Mo.S., auch das Methylornithin fallt damit; ferner mit j 
NeBlers Reagens und Sublimat + Natronlauge. Methylornithin ai | 
gibt mit beiden Reagenzien keine Fallung, dagegen sein An- ui | 











l- hydrid. H 

t, — See ee 

- nm Wintersteins dl-d-Methyl- N-Methyl-§-Amino- 

. isomeres Lysin ornithin piperidon 
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Goldchlorid. . — ~— 

0 Platinchlorid . nur in sehr konz. Lisung mit Ndg 

S Diet « a % — — a 

| HehO, «=. — — 

5 Godosiiure . . ons me a 

; , + NaOH . + + m 
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S Neher «4s + _ + 
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| > + + 











, Ist dO-Methylornithin schon einmal als Natur- 
produkt aufgefunden worden? Diese Frage, die den 
AnstoB zu dieser ganzen Untersuchung gegeben hat, laBt sich 
heute mit Sicherheit weder bejahen noch verneinen. Das 
Wintersteinsche Lysinisomere stimmt in seinem Verhalten 
recht weitgehend mit einem vom Anhydrid noch nicht ganz 
befreiten d-Methylornithin iiberein; aber bevor bei letzterem 
die optische Spaltung durchgefiihrt worden ist, laBt sich der 
Vergleich nicht mit der nétigen Sicherheit durchfihren. Das 
Kanirin von Suzuki!) ist optisch-inaktiv, der Schmelzp. seines 
Chlorhydrats liegt wesentlich héher als der des Dichlorids 
vom Methylornithin. Das Monochlorid schmilzt allerdings héher, 
ist aber nicht hygroskopisch. Chlorbestimmungen liegen bei 
Suzuki nicht vor. Sein Platinat enthielt Krystallwasser und 


1) Chem. Zbl. Bd. 1. S. 1042 (1918). 





94 


K. Thomas, J. Kapfhammer und B. Flaschentriger, 


schmilzt wasserfrei ebenfalls héher, sein Pikrat niedriger als 


das unseres Piperidons. 


Unser allerdings im Exsiccator auf- 


bewahrtes Platinat war wasserfrei. Die folgende Aufstellung 
bringt noch einmal iibersichtlich die bisher bekannten Ab- 
kémmlinge der hier interessierenden Substanzen. 
































dl- d-Lysin Wintersteins Kanirin 
Lysin Lysin 
ja} — | + 15,29 + 12,9 = 
Chlorid 183,6 ° 193° 155-160-1629 204—205° 
rhombische 
Prismen 
gs. 1. 1. Wasser 
u. 1. h. Methyl- 
alkohol 
Platinat + {219—220° es 
229° 
[+ 1 aq) 
Pikrat |>>230% 252° 188° 





dl-Methyl- 
ornithin 


157° 
rhombisch 


8.1.1. Wasser 
w. l. heiBem 
Athyl- u. Me- 
thylalkohol 


205° 1.1. 
Alkohol 
ohne 
Krystall- 
wasser 





N-methy!- 
8-Amino- 
piperidon 


210° 
rhombische 
Plattchen 


207° 


8. d-Methyl-e-Benzoyl-arginin (0-Methylguanido- 
a-Benzoylamino-valeriansaiure. 


NH,- C(NH)N(CH,)CH,CH,CH, CH(NHCOC,H,)COOH. 


25,0 g (= 1/,, Mol) 


"yr Aminoverbindung werden in 50 ccm 


Wasser warm gelést unu mit einer konzentrierten Lésung yon 
30 g Cyanamid und 5 Tropfen konz. Ammoniak versetzt. Das 
bedeckte Becherglas bleibt bei gewéhnlicher Temperatur stehen. 
Es beginnen bereits nach wenigen Tagen grofe durchsichtige 
Krystalle von Dicyandiamid sich in zusammenhingenden Krusten 
anzusetzen, manchmal durchmengt von einem kreidigen Pulver. 
Nach 5 Tagen werden nochmals 30 g Cyanamid in dem Ge- 
misch gelést und dieses dann 3 Wochen, unter gelegentlichem 
Schiitteln sich selbst iiberlassen, darauf wird abgesaugt und 
mit kaltem Wasser gewaschen: Ndg. A, Filtrat B. 
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A. Das Krystallgemenge wird 1 Stunde lang mit 500 ccm 
94°/, gem Alkohol lebhaft gekocht, wobei die groBen Krystalle 
yon Dicyandiamid in Lésung gehen, dann heif filtriert. Der 
Riickstand wird nochmals mit siedendem Alkohol behandelt. 
Die alkoholischen Filtrate werden mit B vereinigt. Der pul- 
verige Riickstand (Schmelzp. 265—267°) wird in 300 ccm 
kochendem Wasser gelést, die Liésung von Spuren flockiger 
Verunreinigungen befreit und 7 Tage lang der Krystallisation 
iiberlassen. Diese geht nur sehr langsam unter kriftigem 
Reiben vor sich. Es werden 16,6 g derber Nadeln erhalten, 
die sich bei 265° im Schwefelsiurebad zersetzen. Aus der 
wiBrigen Mutterlauge werden durch Einengen noch 1,3 g 
gleicher Krystalle erhalten, die sich bereits bei 250° braunen 
und bei 260° zersetzen. 


B. Die vereinigten wiBrigen und alkoholischen Mutter- 
laugen werden zur Trockne eingedampft und der Riickstand 
mit 13/, Liter hochprozentigem Alkohol ausgekocht. Es bleibt 
ein pulveriger Bodensatz, der sich wahrend 2 tigigen Stehens 
nicht vermehrt. Daher wird abgesaugt und der Filterriick- 
stand mit Alkohol und Ather gewaschen. So werden noch 
2,7 g der. gleichen Krystalle erhalten, die sich bei 260—262° 
zersetzen. Je nach der Menge Wasser, die beim Ansetzen 
der Reaktion angewandt worden war, wird die Hauptmasse 
des kreidigen Pulvers unter A oder hier unter B gefunden. 
Dieses Reaktionsprodukt stellt die gesuchte Guanidoverbindung 
dar, von der also insgesamt 20,6 g oder 70,5°/, der Theorie 
erhalten werden. Zur Analyse wird eine Probe in der doppelten 
Menge kochenden Wasser gelést und mit dem 20fachen Vo- 
lumen 99°/, igen Alkohols versetzt. Dadurch fallt langsam im 
Laufe mehrerer Tage wieder ein feines wei8es mikrokrystallines 
Mehl vom Zersetzungspunkt 265°. Zur Analyse wird bei 100° 
in Vakuum iiber P,O, getrocknet, wobei kein Gewichtsverlust 
eintritt. 


0,1087 g Substanz gaben 14,8 ccm n/10-Siiure = 20,72 mg N, 
Fir C,,H,.O,N, Mol.-Gew. 292,2. 

Ber. 19,18°/, N, 

Gef. 19,06°/, ,, 
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Die Guanidoverbindung benetzt sich nur schwer mit kalte), 
Wasser, im Gegensatz zur Methylamino-benzoylaminovalerian- 
siure, die darin spielend léslich ist. Hat man die Guanido. 
verbindung aber erst einmal durch siedendes Wasser gelist. 
dann krystallisiert sie nur sehr zégernd daraus wieder aus. 
Sie ist unléslich in Alkohol, Ather, Aceton, leicht ldslich in 
Saéuren, durch Alkalien im Gegensatz zur nichtmethylierte: 
Verbindung aber nur schwer wieder abscheidbar. 


9. d,l-Methylarginin. 
HH,C(NH)N(CH,)CH,CH,CH,CH(NH,)COOH. 

Das Dichlorid wird erhalten, wenn man die Benzoylver- 
bindung mit dem 10fachen Volumen 20°/ iger Salzsiure 11 Stdn. 
am Riickflub (unter Durchleiten von CO, wegen Siedeverzugs 
kocht, die Benzoesiure und den gréBten Teil der iiberschiissigen 
Salzsiure durch Filtrieren und mehrmaliges EKindampfen ent- 
fernt und den Sirup zum Schlu8 im Vakuum iiber Natronkalk 
trocknet. Er krystallisiert dann bald von selbst in zu Biischel 
vereinigten feinen Nadeln. Die Masse wird mit Alkohol durch. 
trinkt, abgesaugt und mit Ather gewaschen. !) 

Ausbeute 16,0 g oder 87,4°/, der Theorie. Die Substanz 
erweicht bei 210° und zersetzt sich bei 215° sie ist bereits 
analysenrein. Dazu wurde im Vakuum iiber Kaliumhydroxyd 
bei 100° getrocknet. 

1. 0,1714 g Subst. gaben 0,1120 g H,O und 0,2038 g C. 

2. 0,1929 g Subst. gaben 0,2116 g AgCl und 29,45 cem n/i0-Siur 

= 41,23 mg N. 

Fiir C,H,,0,N,—2HCl Mol.-Gew. 261,1 N. 

Ber. 32,179/, C —6,95°/) N_—.21,46/, 27,16 % Cl, 
Gebta4s , 81 , Si? Bie =. 

Das Dinitrat wird aus dem Dichlorid durch doppelte 
Umsetzung mit der berechneten Menge Silbernitrat in quanti- 
tativer Ausbeute erhalten. Es ist in kaltem Wasser und 
kalter verdiinnier Salpetersiure leicht lislich, kaum léslich 1 
Alkohol und krystallisiert in rhombischen Tafeln und Prismen: 





1) Aus der Waschfliissigkeit kann durch Einengen und Impfen 
nach lingerem Stehen noch eine kleine Menge der gleichen Krystalle 
erhalten werden. 
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Schmelzp. 153°; es erleidet bei mehrstiindigem Erwarmen aut 
100° bereits Zersetzung. Zur Analyse wurde daher bei 
Zimmertemperatur im Vakuum iiber Kaliumhydroxyd getrocknet. 


1. 0,1744 g Substanz gaben 0,1710 g CO, und 0,0911 g H,0. 


2. 0,1677 g 9 » 38,2 cem N, 15° 762 mm. 
Fiir C,H,,O,N, — 2HNO,. Mol.-Gew. 317,17. 
Ber. 26,749, C 5,789, H 26,75°/, N 
Gef. 26,75 ,, 5,84 .,, 27,08 


Das basische Kupfernitrat Doppelsalz wird aus dem 
Nitrat durch Kochen mit tiberschiissigem Kupfercarbonat erhalten, 
das sich darin unter tiefblauer Verfarbung lést. Aus der ein- 
geengten Lésung krystallisiert die ziemlich lésliche Doppel- 
verbindung in feinen dunkelblauen, krystallwasserhaltigen Nadeln, 
die aber sehr leicht verwittern und schon bei Zimmertemperatur 
im Vakuum iiber P,O, alles Wasser abgeben, ebenso beim 
Waschen mit Alkohol und Ather. Sie fiirben sich dabei wie 
die Argininverbindung violett. Die wasserfreie Verbindung 
zersetzt sich im Schwefelsiurebad unscharf um 250°/). 

1. 0,1558 g Subst. gaben 0,0218 g CuO. 


2.0,1700¢__s,, » 1859 g CO, und 0,0884 g H,O. 
3.0,1447¢  .., . 81,2 cem N, 15° 758 mm. 

4.0,1044g . 21,15 eem N, 15° 750 mm. 

5 Gite . 18,60 cem n/10-Siure = 26,04 mgr. N. 


Fiir (C,H,,0,N,).-Cu(NO,).. Mol.-Gew. 563,9. 

Ber. 29,809, C 5,729), H = 24,84°/, N__11,28°/, Cu 19,87°/, Kjeld.-N 
Gef. 29,84 ., 5,82 ., 25,49328,69,, 1118 .. 20,49 

Die mit iiberschiissigem Silbernitrat versetzte Liésung 
eines Methylargininsalzes gibt auf Zusatz von Natronlauge 
oder Baryt eine weiBe Fallung, nicht auf Zusatz von Ammoniak. 
Auch Alkaloidfallungsmitteln gegeniiber verhalt sich Methyl- 
arginin wie Arginin. Die 5°/, ige waBrige Lésung des Dichlorids 
(baw. Nitrats oder Acetats) wird nicht gefillt durch Mercuri- 
chlorid, -nitrat, -sulfat, Kaliumquecksilberjodid-Gerbsiiure, Gold 
und Platinchlorid. Sie gibt dagegen einen Niederschlag auf 
Zusatz von Phosphorwolframsiure, Phosphormolybdinsidure, 
Sublimat + Baryt, Mercurinitrat + Natronlauge, Nesslerreagens 
(weib) und demgemiB auch bei Zusatz von Natronlauge zur 
Lésung mit Kaliumquecksilberjodid, Gerbsiure und Natronlauge, 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXXIV. 7 
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Bleiacetat + Ammoniak. Die Lésung des Methylarginins setzt auf 
Zusatz von Kaliumwismutjodid (nach Krauts Vorschrift bereitet) 
nach 24 Stunden einen kupferfarbenen, stark gliinzenden Nieder- 
schlag von rechteckigen diinnen Tafeln ab, die iibereinander ge- 
schichtet liegen und im durchfallenden Licht fuchsinrot gefirbt 
sind. Die Fiallung ist bei weitem keine quantitative; unter den 
gleichen Bedingungen gab das natiirliche Arginin keine Fiillung. 


d,l-Methylarginin und Pikrinsiaure. 

Sowohl beim Zusammenbringen einer konzentrierten wiib- 
rigen Lésung des Dichlorids mit iiberschiissiger wiBriger oder 
alkoholischer Pikriusiiure, wie auch mit Natriumpikrat im Uber- 
schuB entsteht kein einheitliches Pikrat. 

Am besten wird das Monopikrat erhalten, wenn der 
alkalische Sirup des Carbonats mit alkoholischer Pikrinsiure 
bis zur lackmusneutralen Reaktion versetzt wird. Nach 1 tigigem 
Stehen wird abgesaugt und aus Wasser umkrystallisiert. Ks 
fallen verfilzte, zarte Nadeln, die um 200° zu erweichen be- 
ginnen und, langsam weiter erhitzt, sich bei 207—209° ohne 
Explosion zersetzen. Das Pikrat ist sehr leicht léslich in 
heiBem Wasser, dagegen wenig léslich in siedendem Metbyl- 
und Athylalkohol. Zur Beseitigung etwa vorhandenen Dipikrats 
wurde 1 g nochmals in 25 ccm Wasser heiB gelést und die 
Lésung mit 50 ccm 99°/,igen Alkohols versetzt. Beim Abkiihlen 
krystallisierten 0,9 g des Monopikrats in eng verfilzten Nadeln. 
Zur Analyse wurde bei 100° im Vakuum iiber P,O, getrocknet. 

1, 0,1676 g Substanz gaben 0,2276 g CO, und 0,0723 g H,0. 

2. 0,1304 g is » 26,05 cem bei 15° und 740 mm Druck. 

3. 0,2397 g mit verdiinnter Schwefelsiure zersetzt, geben 0,1305 ¢ 
Chloroformextrakt, die waBrige Lésung bindet, nach Kjeldahl ver- 
brennt 22,20 cem n/10-Siiure = 31,08 mg N. 

Fiir C,H,,O.N,—C,H;0,N,. Mol.-Gew. 417,2. 


C H N Kjeldahl N  Pikrinsiiure 
Ser, 37,40°/, 4,59°/, 23,51), 13,43°/, 54,95), 
Gef. 37,05 4,83 23,05 12,96 54,43 


Das Dipikrat wird erhalten, wenn das Carbonat oder 
Monopikrat mit iiberschiissiger Pikrinsiure bei einer 100° 
nicht iibersteigenden Temperatur zur Trockne gedampft und 
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das Gemisch mit reinem, iiber Natrium getrocknetem Benzol 
wiederholt ausgekocht wird. Selbst nach 10maligem Aus- 
kochen enthielt das Dipikrat noch etwa 5°/, Pikrinsiure zu 
viel; erst bei mehrtiigigem Erwiirmen im Hochvakuum subli- 
mierte sie bei 100° weg. Die so getrocknete Substanz schmilzt 
nicht scharf. Bei etwa 145° beginnt sie zu sintern, sie schmilzt 
deutlich von 155° an und zersetzt sich etwa bei 168°, wenn 
das Bad langsam weiter angewiirmt wird.') 

1. 6,084 mg Substanz gaben 1,1694 cem N, bei 23° u. 755 mm Druck. 

2. 3,992 mg a , 95,180 mg CO, und 1,312 mg H,0. 

Fiir C,H,,O.N,-2C,H,0O,N,. Mol.-Gew. 646,3. 

Ber. 35,28°/, C 3,43°/, H 21,67°/, N 
Gef. 35,40 ,, 3,68 _,, 21,59 

Wird das Dipikrat aus kalt gesittigter, wiBriger Pikrin- 
siurelésung umkrystallisiert, so tritt — ebenso auch bei noch 
reicherem Gehalt an Pikrinsiure — eine im Einzelfall schein- 
bar wechselnde Menge von Pikrinséure mit dem Dipikrat zu- 
sammen. Die einheitlich aussehenden Krystalle enthalten zu 
viel Siiure (z. B. 65,8 oder 76,6°/, statt der berechneten 61,77 °/, 
und schmelzen ganz unscharf schon bei 90—100°% Durch 
Ausziehen der im Hochvakuum iiber P,O; und KOH scharf 
getrockneten Substanz mit Benzol bei Zimmertemperatur lift 
sich die iiberschiissige Pikrinsiure nicht entfernen. Durch 
Umkrystallisieren aus Wasser tritt ebenfalls Zersetzung ein, es 
krystallisiert auch hierbei ein an Saure zu reiches Pikrat aus. 
Je nach den Bedingungen bei seiner Darstellung beginnt es, 
im Hochvakuum iiber P,O, bei Zimmertemperatur getrocknet, 
schon bei 65°, bei 90° oder auch erst bei etwa 130° zu sintern 
und dann zu schmelzen. Es fallt immer zuerst dlig aus der 
sich abkiihlenden Lésung aus und erinnert darin an das Pikrat 
von Suzuki.?) Wird das Dipikrat in das 200 fache Volumen 





*) Einmal wurde auch ein etwas héherer Schmelzpunkt (170—176 °) 
beobachtet bei einem Priiparat, das aus analysenreinem Monopikrat her- 
gestellt und ebenfalls mit Benzol ausgekocht worden war. Der N-Gehalt 
dieses Priparats war aber zu niedrig, 21,26 und 21,12°/,; ber. 21,67°/,, 
eine Verunreinigung mit dem héher schmelzenden Monopikrat (N-Gehalt 
= 23,5°/,, Schmelzp. 207—209°) kann also nicht in Frage kommen. 

*) Chem. Zbl. Bd. 1, S. 1042 (1913). 
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von siedendem, absolutem Alkohol eingetragen, so lést es sich 
im ersten Augenblick auf, bald triibt sich die Lésung, und die 
feinen Nadeln des Monopikrats fallen aus. 


10. d-Arginindipikrat. 

Auch das natiirliche Arginin gibt unter den gleichen Be- 
dingungen ein Dipikrat. Zur Charakterisierung der Base eignet 
sich die Verbindung aber nicht; sie schmilzt ganz unscharf. 

Reines Monopikrat wurde mit iberschiissiger Pikrinsiure 
zur Trockne gedampft, der Riickstand mit trocknem Benzol 
6 mal ausgekocht, weiteres 3 maliges Auskochen veriandert den 
Schmelzpunkt nicht. Die Substanz beginnt bei 145° zu sintern, 
schmilzt zwischen 155 und 165° und zersetzt sich gegen 200’. 
Zur Analyse wurde bei 100° und 0,03 mm getrocknet. 

1. 3,096 mg Substanz gaben 0,607 cem N, bei 20° u. 745 mm Druck 


2. 3,508 ,, : , 0. 4 » See... 
8. 5,805 _,, i .. 17,294 mg CO, und 1,701 mg H,O. 
Fiir C,H,,0,N,-2C,H,0,N,. Mol.-Gew. 632,3, 
C H N 
Ber. 34,17, 3,16°/, 22,16 %/, 
Gef. 34,28 3,28 21,95; 22,20 


Dieses Dipikrat verliert beim Umkrystallisieren aus Wasser 
keine Pikrinsiure. Aus konzentrierter Lésung fallt es ebenfalls 
dlig, erstarrt aber bald; es sintert bei 155—160° und schmilzt 
dann bei 198—199°. Verschiedene Fraktionen wurden durch- 
analysiert, die Zusammensetzung stimmt auf das Dipikrat. In 
dieser Beziehung besteht also ein Unterschied zwischen dem 
d-Arginin und dem dl-d-Methylarginin. 


Verhalten von Arginase gegen Methylarginin. 


Weder zerriebene Kaninchenleber, noch das gereinigte 
Arginasepraparat, dessen Wirksamkeit gegen d-Arginin eigens 
festgestellt wurde, spaltet Methylarginin. Die Prifung und 
Darstellung des Ferments erfolgte nach den Angaben von 
Edlbacher') bei Gegenwart von Phosphatpuffer durch die 
Formoltitration. Auch vom Methylarginin laBt sich 1/, seines 
Stickstoffs formoltitrieren. 





1) Diese Zs. Bd. 95, S. 83 (1915); Bd. 100, S. 111 (1917). 
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0,933 g Methylarginindichlorid wurden zu 100 ccm gelést; 
5 ccm verbrauchten nach Kjeldah!] 3,64 und 3,53, im Mittel 
3,58 ccm n/5-Séure und banden bei der Formoltitration 0,79 
und 0,79, im Mittel 0,79 com n/5-Lauge = 22,1°/, statt der 
berechneten 25°/,. 

Gleiche Volumina dieser Lésung, des Phosphatpuffers und der 
Fermentlésung, wurden bei 37° gehalten. 5 ccm verbrauchten 
bei Beginn des Ansatzes 5,30 und 5,85 ccm, nach 2 Stunden je 
5,0 com und nach 4 Stunden 5,18 und 5,24 ccm, Hine gleichzeitig 
angesetzte Argininlésung war in 4 Stunden gespalten worden. 

Die Arginase gehért also ebenfalls zu den Fermenten, die 
auf ein bestimmtes Substrat ganz spezifisch eingestellt sind.+) 


Fitterungsversuche mit 0-Methylarginin. 


Bei dem negativen Ergebnis hinsichtlich einer Neubildung 
von Kreatin eriibrigt sich die ausfiihrliche Wiedergabe; es ge- 
niigt, die tagliche Ausscheidung von Harn-N- und Gesamt- 
kreatinin in Tabellenform anzugeben. Letztere wurde mit dem 
Autenriethschen Colorimeter bestimmt, nachdem von dem 
filtrierten und auf ein bestimmtes Volumen aufgefiillten Tages- 
harn ein 'l'eil —— gewoéhnlich 15 com — mit dem halben Volumen 

n-Salzsiiure versetzt, +/, Stunde auf 118° erhitzt worden war. 
Das Kaninchen (2,2 kg) wurde nicht katheterisiert. 

Die Kreatininausscheidung betrug vom 1.—7. Tag im 
Mittel 120 mg, vom 15.—23. Tag 121 mg und wihrend der 
Hauptperiode bei Zufuhr von 20,8 g Methylarginindichlorid 
taglich 1385 mg im Durchschnitt. Den 20,8 g Dichlorid = 
0,08 Mol entsprechen 0,04 Mol Kreatinin oder 4520 mg. Die 





') Diese Zs. Bd. 88, 8. 469 (1913) habe ich mitgeteilt, daB Arginase, 
d. h. LeberpreBsaft, die y-Guanidobuttersiure in Harnstoff, und die 
y-Aminosiiure gespalten hat. Ein gereinigtes und gegen Arginin wirk- 
sames Arginasepriparat hat auch bei Anwendung sehr groBer Ferment- 
mengen spiterhin eine Spaltung vermissen lassen, ebenso Leberbrei bei 
wiederholten Versuchen, sie wurden in priiparativer Weise und auf formol- 
titrimetrischem Wege durchgefiihrt. Ich bin daher heute der Meinung, 
(laB die friihere Angabe nicht mehr zu Recht besteht und ich wahr- 
scheinlich durch Mikroorganismen damals trotz reichlichem Zusatz von 
Toluol getiiuscht worden bin. Thomas. 
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Ges.- 


on Nahrung Harn-N | Kreativin 
Tag 
cf mg 
1.—7.]| Hafer, Kartoffel 0,6 120 2,6 g Dichlorid neutra- 
8 0,93 129 lisiert subcutan, 
9. 1,26 154 2,6 g Dichlorid dese. 
10. | Kartoffel + Stroh- 
mehl 0,61 T5 5,2 g¢ Dichlorid neutra- 
lisiert per os. 
11. 1,06 123 Rest vom Futter voi 
Tag 10. 
12. 1,85 168 5,2 g neutralis. Dichlo- 
rid mit Schlundsonde. 
13. | Kartoffel, Hafer, 2,27 194 5,2 g desgl. 
Magermilch 
14, 0,95 102 Frit schlecht, Dureh- 
fall, Harn verunreinict. 
15. Hafer, Kartoffel 0,46 58 
16 0,65 99 
17 0,81 123 
18 1,09 154 
19. | Mohrriib., Kartoffel 1,30 167 
20 0,64 133 
21 0,69 131 
22. 0,49 108 
23 0,52 115 














Mehrausscheidung hiitte also im Tag 646 mg betragen kénnen. 
DaB keine Umwandlung des zugefiihrten Racemkérpers statt- 
vefunden hat, macht auch das optische Verhalten des Harns 
wahrscheinlich. Er drehte im 1dm-Rohr nicht. Eine etwaige 
Umwandlung wiire an den beiden optischen Antipoden doch 
voraussichtlich nicht mit gleicher Geschwindigkeit erfolgt. Die 
Aufarbeitung des Harns steht noch aus. 


Zusammenfassung. 

1. d-Methylornithin und das entsprechende Methylarginin 
kommen moglicherweise in der Natur vor; eine sichere Identi- 
fizierung der Naturprodukte mit den synthetisch bereiteten 
Substanzen ist zurzeit aber noch nicht méglich. 

2. d-Methylarginin geht im Tierk6rper nicht in Kreatin iiber. 
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Untersuchungen iiber Narkose. 
1. Mitteilung. 


Uber die Einwirkung der Narcotica auf den Permeabilitats- 
zustand von Muskelfasergrenzschichten. 


Von 


Hermann Lange und B. W. Miiller. 


(Aus dem Institut fiir vegetative Physiologie der Universitit Frankfurt.) 
(Ausgefihrt mit Unterstitzung der Manfred-Bernhard-Schiff-Stiftung.) 


(Der Redaktion zugegangen am 19. September 1922. 


In einer Reihe kiirzlich veréffentlichter Untersuchungen 
konnte dargetan werden, daB der Permeabilitiitszustand von 
Muskelfasergrenzschichten je nach dem funktionellen Verhalten 
der Muskeln ein wechselnder ist. 

Wahrend der ruhende, in Ringerlésung befindliche, gut 
mit Sauerstoff versorgte Froschgastrocnemius nur iiuBerst ge- 
ringfiigige Phosphorsiiuremengen austreten und das Kindringen 
von Kaliumionen in sein Inneres nur langsam erfolgen 1liBt, 
ist seine Tatigkeit mit einer starken Steigerung der Durch- 
lassigkeit verbunden, die sich in vermehrtem Austritt von 
Phosphorsiiure und beschleunigtem Eintritt der Kalilahmung 
iuBert. 

Bei nicht ermiidender Muskelarbeit verschwindet der 
Zustand gesteigerter Permeabilitit sehr rasch wieder, wihrend 
die Muskelermiidung mit einer dauernden Durchlassigkeits- 
steigerung verbunden und allem Anschein nach durch diesen 
Zustand gesteigerter Permeabilitit mitbedingt ist. 

Der ploétzlichen Permeabilitiitssteigerung kommt nach der 
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Anschauung von Embden und Adler?) eine wichtige Be. 
deutung fiir den Ablauf des Kontraktionsvorganges zu, 

Gleichzeitig mit der Erholung kehrt der normale Zustand 
iuBerst geringfiigiger Permeabilitiit wieder. 

Kbenso wie die Ermiidung ist auch die Erstickung?) mit 
Steigerung der Durchlassigkeit von Muskelfasergrenzschichten 
verkniipft. 

Verschiedenartige weitere biologische Kinwirkungen gehen 
mit charakteristischen Anderungen des Permeabilititszustandes 
einher. So tritt namentlich bei der Rohrzuckerlihmung eine 
geradezu gewaltige Steigerung der Permeabilitit ein, die in 
stark vermehrter Phosphorsiureausscheidung sowie in beschleu- 
nigtem EKintritt und Wiederverschwinden der Kalilihmung zum 
Ausdruck kommt. 

Langer andauernde Kalilihmung*) ist mit starker Ver- 
minderung der Durchlissigkeit verbunden. 

Eine wohl noch stirkere Verringerung des Permeabilitits- 
zustandes ruft das Adrenalin ‘) hervor. 

Uber den EinfluB der Narkose auf den Permeabilitits- 
zustand von Froschmuskeln hat Embden®) gelegentlich der 
Hamburger Tagung der Deutschen Physiologischen Gesellschatt 
im Jahre 1920 auf Grund von Versuchen des einen von uns 
(B. W. Miller) bereits einige Mitteilungen gemacht. Er gab 
an, daB das Phenylurethan, der normale Heptylalkohol und der 
Iso-Amylalkohol in keineswegs iibermiBigen Konzentrationen zu 
erkennbarer und manchmal recht erheblicher Steigerung der 
Phosphorsiureausscheidung fiihrten. Wurde die Narkose durch 
Zuriickbringen des Muskels in reine Ringerlésung aufgehoben, 


so versiegte auch die vermehrte Phosphorsiureausscheidung als- 
bald wieder. 





') G. Embden u. E. Adler, Diese Zs. Bd. 118, 8. 1 (1922). 

*) Max Simon, Diese Zs. Bd. 118, 8. 96 (1922). 

‘) Hans Vogel, Diese Zs. Bd. 118, S. 54 (1922). 

*) Hermann Lange, Mitteilung auf dem 33. KongreB der deutschen 
Gesellschaft fiir innere Medizin 1921; Hermann Lange, Diese Zs. 
Bd. 121, S. 249 (1922). 

5) G. Embden, Berichte iiber die gesamte Physiologie, Bd. 2, Heft 2 
(1920). 
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Am deutlichsten war in den damals mitgeteilten Ver- 
suchen die Steigerung der Phosphorsiureausscheidung beim 
Phenylurethan; beim Heptylalkohol und beim Amylalkohol war 
sie Ofters nur sehr geringfiigig. 

Unterdessen konnten die damaligen Versuchsergebnisse an 
der Hand verbesserter Technik durchaus bestiitigt und wesent- 
lich erginzt werden. 


Methodik. 


Die Technik unserer Versuche war ganz die in den oben 
erwihnten Arbeiten angewandte, wie sie namentlich von 
Embden und Adler niher beschrieben ist. Stets wurden 
die in Ringerlésung unter Verwendung von Kopyloffschen 
GefiiBen an Platinelektroden aufgehingten Gastrocnemii oder 
Semimembranosi wihrend der ganzen Versuchsdauer reichlich 
mit Sauerstoff versorgt, um die permeabilititssteigernde Wir- 
kung der Erstickung auszuschalten. 

Mit dem Narkoseversuch wurde erst begonnen, wenn in 
Vorperioden von im Einzelversuch bestimmter Dauer der ruhende 
Muskel an eine bestimmte Menge Ringerlésung keine erkenn- 
bare Phosphorsiiuremenge mehr abgegeben hatte. 

Auch in unseren neueren Versuchen verwendeten wir als 
Narcotica Phenylurethan, Amylalkohol und Heptylalkohol. 

In allen Versuchen wurde entscheidender Wert darauf 
gelegt, nicht nur den Permeabilititszustand wihrend der Nar- 
kose, sondern auch jenen nach Entfernung des Narkoticums 
testzustellen. Nur solche Versuche, in denen die Mus- 
keln nach Aufhebung der Narkose bei gleich starker 
Reizung die gleiche Zuckungshohe erreichten, in denen 
also die Narkose vollkommen reversibel war, wurden 
beriicksichtigt. 

Beziiglich der Technik des Phosphorsiurenachweises und 
der nephelometrischen Schatzung verweisen wir vollig auf friiher 
verdffentlichte Untersuchungen. 

Im iibrigen war die Versuchsausfiihrung eine etwas ver- 
schiedene, je nachdem es uns darauf ankam, den Zustand 
linger andauernder, tiefer Narkose, oder die Anfangs- 
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stadien der Narkose, beziehungsweise die Einwirkung ganz 
schwacher Narkoticumkonzentrationen zu untersuchen. 

Beide Arten der Einwirkung von Narcoticis auf den 
Permeabilitiitszustand sollen im folgenden gesondert besprochen 
werden. 


I. 


Uber den Permeabilitatszustand der Muskelfasergrenzschichten 
bei langer andauernder, vollstandiger Narkose. 


Wir teilen zunichst im Auszug einige Versuche mit. 


Versuch Nr. 1 (Versuch Nr. 32 des Protokolls). 

Am 15. Mirz 1922, 10 Uhr vormittags werden die beiden Gastro- 
enemien eines mittelstarken Esculentenweibchens zwischen den Elektroden 
befestigt. Jedes der beiden Kopyloffschen GefiSe wurde mit 13 cem 
Ringerlésung (0,6°/, NaCl, 0,02°/, KCl, 0,02°/, CaCl, 0,02°/, NaHCo,) 
beschickt, die Ringerlésung dauernd mit Sauerstoff durchperlt. Beide 
Muskeln sind gut erregbar. Bis 12°° Uhr wird die Ringerlésung hiufig 
gewechselt, ohne dab die Phosphorsiiureausscheidung untersucht wird. 

Der weitere Verlauf der Phosphorsiureausscheidung geht 
aus nebenstehender T'abelle 1 hervor. 

Nach der ersten Narkose ergaben Priifungsreize bei stets 
gleichbleibendem Rollenabstand bei Muskel B vollige Wieder- 
kehr der urspriinglichen Zuckungshéhe; nach der 2. Narkose 
war dies nicht mehr der Fall; doch fand auch hier eine weit- 
gehende Erholung des Muskels statt. Die Zuckungshoéhe des 
Kontrollmuskels nahm wihrend der ganzen Versuchszeit nur 
sehr wenig ab. 

In diesem Versuche wurde der Gastrocnemius B, dessen 
Impermeabilitiit fiir Phosphorsiiure urspriinglich eine voll- 
stiindigere war als die des anderseitigen Muskels A, und der 
in einer Reihe aufeinanderfolgender, halbstiindiger Perioden 
keinerlei erkennbare Phosphorsiuremengen an die Ringer- 
lésung abgegeben hatte, zweimal mit Phenylurethan nar- 
kotisiert. 

In der ersten auf den Narkoticumzusatz folgenden Stunde 
zeigte der Muskel gegeniiber dem Parallelmuskel eine deut- 
liche (0,03 gegen 0,02), in den darauffolgenden 4 Stunden 
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Tabelle 1. 
2 | 4 5 
— in gE aie ins A Versuchsanordnung und 
Periode Versuchsverlauf 
Muskel A | Muskel B 
15. Mirz 
128°—1” p,m. 0,07 0,03 Beide Muskeln in 
1°°—1%° 0,07 0,03 Ringerlsg. 
19°—5! 0,15 0,10 (12°—5» Sauerstofiversor- 
515 545 0,02 0,01 gung nicht ein- 
515__g15 0,01 0,00 wandfrei). 
65645 0,00 0,00 
645715 0,00 0,00 
79 74 min. Spuren 0,00 
7#5— 8 ts min. Spuren 0,00 
I. Narkose von 
Muskel Bb. 
815 _ 915 815 B-Ringerlsg. + 0,05°/, 
Phenylurethan (die 
Ringerlsg. von A wird 
gleichzeitig wie bisher 
erneuert). 
0,02 0.03 9° B gelihmt. 
gi5__415 0,07 0,15 
16. Miirz 
115918 9 m. 0,02 0.02 1° B Narkoticum freie 
915__315 0,02 0,00 Ringerlsg. 
315__g45 0,07 0,03 2* B wieder erregbar. 
gt5— glo 0,01 0,00 
915__g45 min, Spuren 0,00 
9454915 min. Spuren 0,00 
10%—1045 0,01—0,02 0,00 
10451145 0,01—0,02 0,00 
Il. Narkose von B. 
12° 1255p .m. 12°° Bi. Ringerlsg. +0,05°/, 
Phenylurethan. 
0,02—0,03 | 0,02—0,03 | 12*° B gelihmt. 
12°5— 59° 0,03—0,04 | 0,09—0,10 | 5° B  Narkoticum freie 
520 0° 0,00—0,01 | 0,00—0,01 Ringerlsg. 
§°°—7°0 0,01 0,00 6°° wieder erregbar. 





erneuert. 


Schlu8 jeder Periode wurde die jeweilige Umgebungsflissigkeit 
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(9151!) eine sehr betriichtliche Mehrausscheidung von Phosphor- 
siure (0,13 gegen 0,07}. 

Nach Entfernung des Narkoticums schwindet diese Mehr. 
ausscheidung gegeniiber dem Kontrollmuskel sehr rasch wieder, 
so daf sich in der Ringerlésung der einstiindigen Periode 
von 215315 nachts iiberhaupt keine Phosphorsiure nach. 
weisen liBt. 

In den darauffolgenden 8'/, Stunden gibt Muskel A 
0,07 mg °/,, Muskel B nur 0,03 mg °/, Phosphorsiure ab. Wiahrend 
einer Reihe aufeinanderfolgender halbstiindiger Perioden am 
Vormittage des 16. Mirz schied Muskel B keine Phosphorsiiure 
aus, wihrend Muskel A geringe Phosphorsiiuremengen abgab. 
SchlieBlich lieB sich bei Muskel B auch in der ganzstiindigen 
Periode von 1045—11*> keine Phosphorsiureabgabe mehr nach- 
weisen. Eine Viertelstunde spiter wurde unter nochmaligem 
Wechsel der Ringerlésung der Narkoseversuch wiederholt und 
nunmehr war bereits nach 55 Minuten eine sehr deutliche 
Phosphorsiiureausscheidung nachweisbar (125° Muskel B 0,02 
bis 0,03 mg °/, P,O,, Periode 20). In der etwas mehr als vier- 
stiindigen Periode von 125° bis 5°, wihrend der der Muskel B 
in der 0,05°/,igen Phenylurethanlésung blieb, betrug seine 
Phosphorsiureabgabe 0,09—0,10 mg °/, P,O,, dagegen die des 
Muskels A in der gleichen Zeit weniger als 0,04 mg °/, (Periode 21). 

Entfernung des Narkoticums fihrte auch nach dieser 
2. Narkose sehr bald wieder zur Wiederkehr eines Zustandes 
geringerer Permeabilititt (wenngleich entsprechend der nicht 
ganz vollstiindigen Erholung des Muskels eine geringe Steigerung 
des Permeabilitaétszustandes gegeniiber dem Vortage zuriickblieb’. 


Versuch 2 (Versuch 22 des Protokolls). 


Am 25. August 1922 wurden um 9% vormittags die Gastrocnemien 
eines mittelgroBen Rana esculenta-Weibchens an den Elektroden be- 
festigt. Menge der zugegebenen Ringerlésung je 10 cem; dauernde 
Sauerstoffversorgung; Kihlung durch Leitungswasser von 18° C. Bis 
10 Uhr wurde die Ringerlésung in 10 minutigen Abstiinden erneuert. Um 
10°° wurden beide Muskeln im gleichen Stromkreise mit wenigen Einzel- 
induktionsschliigen gereizt. Muskel A zuckt héher als Muskel B. Der 
weitere Verlauf des Versuches gehe aus folgender tabellarischer Uber- 
sicht hervor. 
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Tabelle 2. 
at 4 Eo ea ee ee 
Nel P,O,-Ausscheidu 
der os in coh & iene Versuchsanordnung und 


taciaiie Versuchsverlauf 
ode _ Muskel A | Muskel B 


10°—10%a.m. Spuren |deutl. Tribung Beide Muskeln in 


1 

9, | 1030—11% P - Ringerlsg. 

3, | 119°—113 : Z 

4. | 113°—129° 0,00 0,01 

Narkosevon Muskel A. 
5. | 12'°—12** p.m. 12 A Ringerlsg. + 0,6°), 
0,03 0,01 Amylalkohol. 

6. | 1949—115 0,03 0,01 1°° Muskel A gelihmt. 

7. | 1t—145 0,01 0,01 15 A Narkoticumfreie 
Ringerlsg. 

| 148245 0,01 0,01 

9, | 945-345 0,01 0,01 25° A wieder erregbar. 
10. | 3*—4?° 0,00 Spuren | 4'° Muskel A hat seine ur- 


spriingliche Zuckungs- 
héhe wieder erreicht. 














Aus dem eben geschilderten Versuchsbeispiel geht hervor, 
daB auch wahrend einer durch Amylalkohol hervorgerufenen 
vollstiindigen Narkose vermehrte Phosphorsiiureausscheidung 
auftritt. Vor dem Zusatz dieses Narkoticums hatte Muskel A 
in der 30 Minuten langen Periode von 11°°—12% (Periode 4) 
iiberhaupt keine nachweisbaren Phosphorsiuremengen aus- 
seschieden, wihrend er in der darauffolgenden 30 minutigen 
Periode von 12!5—1245 (Periode 5) an die Ringerlésung mit 
0,6°/, Amylalkohol 0,03 mg®/, abgab. In einer zweiten halb- 
stiindigen Periode (bis 115) blieb die Phosphorsaiureausscheidung 
auf der gleichen Héhe, um nach Entfernung des Narkoticums 
rasch wieder abzusinken. In mehreren aufeinanderfolgenden 
einstiindigen Perioden gab der Muskel nur ganz geringfiigige 
Phosphorsiuremengen ab, und in der 1/, Stunde von 3*°—415 
(Periode 10) schied er iiberhaupt keine Phosphorsaure aus. 
Um diese Zeit zeigte er bei gleich starker Reizung gleiche 
Zuckungshéhe wie vor der Narkose. 
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Versuch 3 (Versuch 27 des Protokolls). 28. August 1929. 


Kleine Rana esculenta, minnlich, getétet 8*° vormittags, 8*° kommt 
der rechte, 8*7 der linke Gastrocnemius in 10 ccm Ringerlésung, die mit 
Sauerstoff durchperlt wird. Bis 9°° wird die Ringerlésung 6fters ge. 
wechselt; beide Muskeln sind gut erregbar. 











Tabelle 3. 
7 as BR 2) Cee Se 
ee — Ripe jery goes Versuchsanordnung und 
Peri- tea Versuchsverlauf 
ode Muskel A | Muskel B 
1. | 99°—10° a.m. 0,01 0,01 Beide Muskeln in 
2. | 10°°—10%° 0,01 0,00 Ringerlsg. 
8. | 103%—11™ 0,00 0,00 
4, | 11°—11*° 0,00 0,00 
5. | 119°—12 0,00 0,00 
Narkose von Muskel B. 
6. | 12%'—12* 0,00 0,02 12°5 B Ringerlsg. + 0,6°, 
7. |12%—1" 0,00 0,02 Amylalkohol. 
12° B gelihmt. 
8. | 1'5—14 0,00 0,01 1% B Narkoticum freie 
9. | 1*%—2'° 0,00 0,00 Ringerlsg. 
10. | 2%—2* 0,00 0,00 3° B wieder erregbar. 
Narkose von Muskel A. 
11. | 3°—3* 0,01 0,00 3°° A Ringerlsg. +- 0,6° 
12. | 390°—4% 0,01 0,00 Amylalkohol. 
3% A gelihmt 
13. | 4°—4% 0,00 0,00 4°° A Narkoticum freie 
Ringerlsg. , 
6° A wieder erregbar. 
6*° A hat bereits anni- 
hernd seine urspriing- 
liche  Zuckungshohe 
erreicht. 














In diesem Versuch wurde wihrend der ganzen Zeit die 
Phosphorsiureausscheidung in relativ kurzen (halbstiindigen) 
Perioden untersucht. Beide Muskeln schieden nach Abklingen 
des Priparationsreizes wihrend dieser kurzen Zeitabschnitte 
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iiberhaupt keine erkennbaren Phosphorsiiuremengen aus. Als 
nunmehr zunichst Muskel B mit Amylalkohol narkotisiert 
wurde, zeigte er in zwei aufeinanderfolgenden halbstiindigen 
Perioden eine geringe aber deutliche Phosphorsiureausscheidung 
(Periode 6 und 7), die bald nach dem Ersatz des Narkoticums 
durch reine Ringerlésung und noch vor der Riickkehr der 
Erregbarkeit des Muskels wieder verschwand. Der Kontroll- 
muskel A zeigte wihrend der gleichen Zeit keine Phosphorsiure- 
ausscheidung. Weiterhin wurde nun Muskel A narkotisiert und 
Muskel B diente als Kontrollmuskel mit dem Ergebnis, daB 


jetzt Muskel A schon wahrend der halbstiindigen Perioden 11 


und 12 eine allerdings recht geringfiigige Phosphorsiureaus- 
scheidung aufwies, die nach Entfernung des Narkoticums gerade 
wie vorher in dem Versuch an Muskel B wieder verschwand. 


Versuch 4 (Versuch 26 des Protokolls). 26. August 1921. 


Kriftige Rana esculenta, Minnchen, getétet 9°° vorm., 9°? wurde 
der rechte, 9° der linke Gastrocnemius zwischen den Elektroden be- 

















Tabelle 4. 

‘|  * * © 22° Re: 
Nr] Daner | P,O,-Ausscheidung | _ 
der — in mg ° |, d. aie. Versuchsanordnung und 
Peri-| peode ‘3 Versuchsverlauf 
ode - Muskel A | Muskel B 

1. | 99°—10%° 0,02 0,02 Beide Muskeln in 

2. | 10°—10*° 0,02 0,02 Ringerlsg. 

3, | 10911 0,01 0,02 

4, | 11°°—118° 0,01 0,01 

5. | 11°°—23° p, m. 0,01 0,01 

6, | 23°—3 0,00 0,00 

Narkose von Muskel A. 

7. | 300—g8 0,02 0,00 3°° A Ringerlsg. + 0,05 °/, 

8. | 33°—49 0,02 0,00 Heptylalkohol. 

9, | 4°—450 0,02—0,03 0,00 3°° A gelihmt. 

10, | 4°0—5 0,02—0,03 0,00 

11, | 5%—590 0,03 0.00 

12, | 59°—600 0,01 0,00 5®° Muskel A Narkoticum- 
13. | 6°°— 630 0,00 0,00 freie Ringerlsg. 

14, | 630-700 0,00 0,60 75 A wieder erregbar. 
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festigt. Die GefiBe wurden mit je 10 cem Ringerlésung beschickt, 
Sauerstoffversorgung. Kiihlung mit Leitungswasser von 14°. Beide 
Muskeln reagieren auf Reize mit kraftigen Zuckungen. Bis 9° wurde 
éfters die Ringerlésung gewechselt. Von 9° ab halbstiindiger Wechsel, 
In diesem Versuch gelangte Heptylalkohol zur Anwendung; 
die beiden Muskeln zeigten urspriinglich einen sehr gleich- 
maBigen Verlauf der Phosphorsiureausscheidung (Periode 1—6) 
und gaben in der halbstiindigen Periode von 2*°—3 iiberhaupt 
keine erkennbaren Mengen von Phosphorsiiure mehr ab. Schon 
in der 1. gleich langen Periode mit Heptylalkohol zeigte Muskel A 
deutliche Phosphorsiiureausscheidung, die wihrend der folgenden 
4 Perioden sich nur wenig steigerte und nach Entfernung des 
Narkoticums rasch wieder verschwand (Periode 7; 8—11). 


Im ganzen geht aus den geschilderten und zahlreichen 
weiteren, ganz gleichartig verlaufenen Versuchen aufs deutlichste 
hervor, da8B linger andauernde vollstindige Narkose 
von Froschmuskeln mit vermehrter Phosphorsiure- 
ausscheidung verbunden ist. AufGrund friiher aus unserem 
Institut veréffentlichter Untersuchungen méchten wir diese Ver- 
mehrung der Phosphorsiureausscheidung als den Ausdruck 
vermehrter Durchlassigkeit von Muskelfasergrenzschichten 
auffassen. Nach Entfernung des Narkoticums hort die Steigerung 
der Phosphorsiureausscheidung alsbald wieder auf, d.h. der 
urspriingliche Zustand nahezu vollstindiger Impermeabilitit 
wird wieder hergestellt. 

Wir verwendeten bisher bei unseren Versuchen aus- 
schlieBlich Phenylurethan, Iso-Amylalkohol und normalen Hepty!- 
alkohol, ohne mehr als graduelle Unterschiede in der Ein- 
wirkung der verschiedenen Narkotica feststellen zu kénnen. 


II. Uber den Permeabilitatszustand von Muskelfasergrenz- 
schichten zu Beginn und nach Aufhebung der Narkose, sowie 
bei Einwirkung sehr schwacher Narkoticumkonzentrationen. 


Schon gelegentlich der Erérterung der oben erwihnten 
Mitteilung Kmbdens?) auf der Hamburger Tagung der deutschen 





') G. Embden, Berichte der gesamten Physiologie, Bd. II, Heft 2 
S. 2 (1920). 











Einwirkung der Narcotica auf den Permeabilititszustand usw. 113 


physiologischen Gesellschaft machte Gildemeister die Mit- 
teilung, daB er an der Hand einer elektrischen Methode zu 
Ergebnissen gekommen sei, die von den durch Embden mit- 
geteilten wesentlich abwichen. Gildemeister’) konnte namlich 
feststellen, daB wahrend der ersten Zeit der Narkose nicht eine 
Verminderung des Ubergangswiderstandes von Muskeln 
auftrat, wie sie bei einer Steigerung der Durchlissigkeit mem- 
branartiger Grenzschichten zu erwarten gewesen ware, sondern 
im Gegenteil eine Vermehrung. Erst in den spiiteren Stadien 
der Narkose machte diese anfingliche Verminderung des Uber- 
gangswiderstandes einer Steigerung Platz. 

Zu ganz ahnlichen Untersuchungsergebnissen ist unter- 
dessen auch Ebbecke?) gelangt. 

In den vorhin mitgeteilten und auch in den oben ge- 
schilderten Versuchen handelte es sich nun in der Tat stets 
um Zustande ziemlich lang andauernder, mindestens !/, stiindiger, 
meist tiefer Narkose unter Einwirkung von relativ hohen Nar- 
koticumkonzentrationen. Die Anwendung relativ langer Ver- 
suchsperioden war durch die erhebliche Trigheit der Methodik 
bedingt, welche den Austritt von Phosphorsiure aus der Mus- 
kulatur nur nach ziemlich langem Aufenthalt des Muskels in 
ein und derselben Ringerlésung zu erkennen gestattete. 

Die Mitteilung Gildemeisters wurde fiir uns Veranlassung, 
auch auf chemischem Wege den Nachweis verminderter Per- 
meabilitét zu Beginn der Narkose zu versuchen. 

Dieser Nachweis konnte nur durch die Beobachtung ge- 
fihrt werden, daB eine wihrend kurzer Versuchsperioden er- 
kennbare Phosphorsdéureausscheidung des ruhenden Muskels 
nach Kinleitung der Narkose beseitigt oder doch vermindert 
wurde. 

Wir haben daher, um die Phosphorsiureausscheidung des 
ruhenden, nicht narkotisierten Muskels tberhaupt innerhalb 
ganz kurzer Perioden zur Darstellung zu bringen, sehr groBe 
Froschmuskeln (Gastrocnemii und Semimembranosi) verwendet, 
| ) Gildemeister, Berichte tiber die gesamte Physiologie, Bd. 2, 
S. 182 (1920). 

*) U. Ebbecke, Pfliigers Arch. Bd. 190, S. 280 (1921). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXXI1V. 8 
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die wir — bei im ibrigen gleicher Versuchstechnik — in 
méglichst wenig Ringerlésung suspendierten. 

Unter diesen Umstinden gelingt der Phosphorsiurenachweis 
in der Umgebungsfliissigkeit des ruhenden Froschmuskels auch 
noch nach Abklingen des Priparationsreizes in relativ kurzen 
Perioden. 

Trat zu Beginn der Narkose wirklich eine mit Ver- 
minderung der Phosphorsiureausscheidung verbundene Ver- 
ringerung der Permeabilitat von Muskelfasergrenzschichten auf, 
so muBte dies in den ersten kurzen Perioden nach dem Zusatz 
des Narkoticums nachweisbar sein. 

Das war nun in der Tat der Fall, wie aus folgendem 
Versuch hervorgeht. 


Versuch 5 (Nark. 1 des Protokolls). 26. September 1921. 


Die ungewohnlich grofen Gastrocnemii eines sehr groBen bayerischen 
Frosches wurden um 10° a. m. in der iiblichen Weise in Ringerlésung 
suspendiert. Menge der Suspensionsfliissigkeit 10 cem. Zuniichst haufiger 
Wechsel der Ringerlésung bei guter Sauerstoffversorgung und Kiihlung. 
Beide Muskeln sind gut erregbar. 


Verlauf der Phosphorsaéureausscheidung und Versuchs- 
anordnung gehen aus nebenstehender Tabelle hervor. 

Man sieht, daB in den Perioden 2—4, deren Dauer 
zwischen 15 und 10 Minuten schwankte, Muskel B eher etwas 
mehr Phosphorsiure ausschied als Muskel A. Um 12° wurde 
die Umgebungsfliissigkeit beider Muskeln wieder gewechselt. 
Diejenige des Muskels B enthielt jetzt einen Zusatz von 
0,05 °/, Phenylurethan. In der ersten 10 Minuten langen Periode 
gab der im Narkoticum befindliche Muskel eine geringere 
Phosphorsiuremenge als in der vorangehenden, gleich langen 
Periode in reiner Ringerlésung ab (Periode 5). Seine Phosphor- 
siureausscheidung in dieser Periode war auch im Gegensatz 
zu seinem bisherigen Verhalten geringer, als die des in reiner 
Ringerlésung befindlichen Muskels A. 

Die Narkose trat an dem dicken und kraftigen Muskel 
nur sehr allmihlich ein. Erst um 3°, also nach 3 stiindigem 
Aufenthalt in der phenyjurethanhaltigen Ringerlésung, war — 












































Tabelle 5. 





Einwirkung der Narcotica auf den Permeabilititszustand usw. 115 





3 


P,O,-Ausscheidung 


bs tony in mg °/, d. Ringerisg. Versuchsanordnung und 
Peri Periode Versuchsverlauf 
ode Muskel A | Muskel B 
L. 11°°—11"% 0,04 0,04 Beide Muskeln in 
2. 11°5—11 0,03 0,03 —0,04 Ringerlsg. 
3. | 11%—1145 | 0,02—0,03 0,03 
4. 1145—11°° 0,02 0,02 — 0,03 
Narkose von Muskel B. 
5. | 12°%—12" 0,02 0,01—0,02 | 12°° B in Ringer + 0,05 °/, 
6. 12?°—12? 0,01—0,02 0,01 Phenylurethan. 
7. 12—12 0,01—0,02 0,01 
s.} 12%—125° | 9.01—0,02 0 
9. | 1259—1° 0,01—0,02 0 
10 1°5— 17° 0,01—0,02 0 
1 1°—135 | 0.01—0,02 0 
12. 19522 0,05 0,03 
13. 3 9° 0,02 0,02—0,03 | 3° B gelihmt. 
14, 355 410 0,02 0,01—0,02 | 3° B narkoticumfreie 
15. 405,30 0,02 0 Ringerlsg. 
16. 530— 6! 0,01 0 4'° B wieder erregbar. 
17. 6° —70 0,01 0 














bei stets gleich bleibendem Rollenabstand — vollstindige 
Libmung eingetreten. 

Wahrend der ganzen Zeit der unvollstindigen Narkose 
schied Muskel B geringere Mengen Phosphorsiiure aus als 
Muskel A, derart, daB in einer Reihe von 15 Minuten langen, 
aufeinanderfolgenden Versuchsperioden (Periode 8—11) der mit 
Narkoticum versetzte Muskel im Gegensatz zum nicht narkoti- 
sierten iiberhaupt keine Phosphorsiureabgabe erkennen lieB. 
Auch in Periode 12, welche 45 Minuten dauerte, gab Muskel B 
noch merklich weniger Phosphorsiure als Muskel A ab. 

Diese Minderausscheidung des narkotisierten Muskels ver- 
schwindet erst in der 13. Versuchsperiode, an deren Ende die 
Lihmung des Muskels vollstandig geworden ist. Um 3°5 wurde 


Muskel B in reine Ringerlésung zuriickgebracht. Schon in der 
g* 
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nachstfolgenden, 35 Minuten dauernden Periode ist die Minder. 
ausscheidung von Phosphorséure durch Muskel B angedeutet 
und in den weiteren Perioden tritt sie ganz deutlich in Er- 
scheinung. 

Das wesentlichste Ergebnis dieses Versuches ist also, da 
Muskel B, der vor der Kinleitung der Narkose mehr Phosphor. 
siure ausschied als Muskel A, nach Zusatz von Phenylurethan 
in einer Konzentration von 0,05°/, eine deutliche Verringerung 
seiner Phosphorsiureabgabe erkennen laBt. Auffallig ist es, 
daB diese Minderausscheidung wahrend des Aufenthaltes im 
Narkoticum sehr lange bestehen bleibt; héchstwahrscheinlich 
hingt das mit dem auBerordentlich langsamen Eintritt der 
Narkose an dem ungewoéhnlich groBen Muskel zusammen. Erst 
in der letzten beobachteten Narkoseperiode scheidet Muskel B 
ebensoviel oder etwas mehr Phosphorsiiure aus, als Muskel A. 

Nach Entfernung des Narkotikums gibt Muskel B fir 
langere Zeit wieder geringere Phosphorsiuremengen ab als 
Muskel A; das letztere Verhalten, d.h. voriitbergehende Ver- 
minderung der Phosphorsiureausscheidung noch unter dem vor 
der Narkose beobachteten Permeabilitétsgrad nach Aufhebung 
der Narkose konnte in zahlreichen weiteren Versuchen beob- 
achtet werden. 


Versuch 6 (Nark. 6 des Protokolls). 15. Februar 1922. 


Die sehr kraftigen Gastrocnemii einer minnlichen Esculenta, dic 
vor einigen Tagen gefangen wurde, kamen vormittags in 10 ecm Ringer- 
lésung; gute Sauerstoffversorgung; zunichst wurde die Ringerlésung oft 
gewechselt, alsdann blieben die Muskeln je '/, Stunde in der gleichen 
Ringerlésung. 

Muskel A hat eine geringere Reizschwelle und zuckt etwas hoher 
als Muskel B. Die weiteren Einzelheiten des Versuchs gehen aus der 
nebenstehenden tabellarischen Ubersicht hervor. 


Nach Zufiigung des Narkoticums zu Muskel B, der, ent- 
sprechend seiner geringeren Exrregbarkeit, in den Vorperioden |! 
und 2 erheblich mehr Phosphorsiure ausgeschieden hatte als 
Muskel A, wurden beide Muskeln in Abstinden von etwa 
5 Minuten mit Kinzelinduktionsschligen gereizt. Die Zuckungs- 
héhe des Muskels B nahm ziemlich rasch ab und betrug 
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Tabelle 6. 

rz oe 2 | 3 | 4 mt | ee ae 5 i os 
Nr. P,O,-Ausscheidung 

der} Dauer der Jin mg®/, d. Ringerlésung] Versuchsanordnung und 
pre: Periode Muskel A | Muskel B Versuchsverlauf 

“ 10%°—11 0,06 0,12 Beide Muskeln 

2. 119>—11%° 0,04 0,08 in Ringer. 

3, 119°--12 0,02 0,03—0,04] B 11° Ringer + 0,05 °/, 


Phenylurethan 

4, 12°°—12%° | 0,02—0,03] 0,03—0,04}] 12° B  narkoticumfreie 
Ringerlésung (Zuckungs- 
héhe bei B noch um die 
Halfte vermindert). 


5, | 1990-100 0,02 0,03 

6. 190__ 430 0,02 0,01—0,02 | ZuckungsgréBe bei Bnimmt 
zu. 

‘. 130__.350 0,12 0,08 3° B. urspriingliche Zuck- 
ungshohe. 

8. 490-59" 0,06 | 0,06—0,07 

9. 505,30 0,02 0,03 


In spateren ‘/, stiindigen 
Perioden scheiden beide 
Muskeln keine erkenn- 
baren Phosphorsiure 
mengen mehr aus. 














'/, Stunde nach Zusatz des Phenylurethans nur noch '/, ihrer 
urspriinglichen Hohe. Zu dieser Zeit kam Muskel B wieder 
in reine Ringerlésung. Wahrend des '/, stiindigen Aufenthalts 
in phenylurethanhaltiger Ringerlésung betrug seine Phosphor- 
siureausscheidung 0,03—0,04 mg °/, P,O, gegentiber 0,08 mg °/, 
in der gleich langen, unmittelbar vorhergehenden Periode in 
reiner Ringerlésung; wihrend *» den beiden letzten Vorperioden 
die Phosphorsiureausscheidung des Muskels B  annihernd 
doppelt so groB gewesen war als die des Muskels A, ist sie 
in der 1/, stiindigen Narkoseperiode nur wenig gréBer als die 
des in reiner Ringerlésung befindlichen Kontrollmuskels. 








* eng e a 
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Auch nach Entfernung des Narkoticums (um 12°) bleibt 
fir mehrere 1/, stiindige Perioden (Perioden 4 und 5) eine 
Mehrausscheidung des Muskels B bestehen. In der 6. Periode 
von 11% jist diese Mehrausscheidung nicht mehr nach. 
weisbar, und in der 7. Periode von 1%°—3° ist eine erhebliche 
Minderausscheidung eingetreten. Schon in den darauf folgenden 
Perioden beginnt aber diese Minderausscheidung von Phosphor- 
siure der urspriinglichen Mehrausscheidung gegeniiber dem 
Muskel A wieder Platz zu machen. Die Restitution des 
Muskels war iibrigens eine sehr vollkommene, und spiiterhin 
gaben beide Muskeln in ?/, stiindigen Perioden keine erkenn- 
baren Phosphorsiuremengen mehr ab. 

Auch aus diesem Versuch geht also hervor, da8 nach 
kurzer Kinwirkung einer Phenylurethanlésung von 0,05°), 
eine Verminderung der Phosphorsiureausscheidung ‘ statt- 
findet. 

Hinige Zeit nach Entfernung des Narkoticums tritt die 
Abdichtung des Muskels sehr stark in die Erscheinung (Periode 6 
und 7), um schlieBlich den urspriinglichen Permeabilititsverhilt- 
nissen beider Muskeln wieder Platz zu machen. 

In den eben geschilderten Versuchen trat also nach kurz 
dauernder Einwirkung von Phenylurethan in einer wesentlich 
starkeren als der wirksamen Grenzkonzentration eine Ver- 
minderung der Phosphorsaiureausscheidung ein. Diese Be- 
obachtung legte im Gegensatz zu Befunden, welche bei lingerer 
Kinwirkung und damit verbundener gréBerer Dauer tiefer 
Muskelnarkose erhoben wurden, den Gedanken nahe, auch die 
Beeinflussung des Permeabilitiitszustandes durch Narkotica in 
sehr viel geringerer Konzentration zu untersuchen. 


Versuch 7 (Nark. 3 des Protokolls). 17. Januar 1922. 


Die Semimembranosi einer vor 4 Tagen gefangenen Rana esculenta 
(Gewicht jedes Muskels etwa 1200 mg) werden um 6% an den Elektroden 
befestigt. Die sauerstoffdurchperlte Ringerliésung (10 cem) wird zunichst 
éfters gewechselt. Beide Muskeln sind gut erregbar und zeigen fast 
gleiche Zuckungshohe. 


In der Periode von 6!°—6*5 scheidet Muskel A 0,06, 
Muskel B 0,04 mg°/, P,O, aus. Nunmehr kommt Muskel A in 
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Tabelle 7. 
a 2 . #4 - - ae 
te. 9 P,O,-Ausscheidung 
der Dauer in mg®/, d. Ringerlésung Versuchsanordnung und 
Peri- Period ; Versuchsverlauf 
LL ee Seay | Muskel B 7 a 
7 fj 610628 0,06 0,04 Beide Muskeln in 
Ringerlésung. 
2, 6256 #2 0,04 0,04 6° A Ringerlésung 
+ 0,0125°/, Phenylurethan. 
3. 64265? 0,01—0,02 0,03 
4, 6527 0,01 0,02 














Ringerlésung, welche 0,0125°/, Phenylurethan enthialt; gleich- 
zeitig wird die narkoticumfreie Ringerlésung des Muskels B 
erneuert. In Periode 2 (siebe Tabelle 7) von 17 Minuten Dauer 
scheidet A 0,04 mg”/,, B die gleiche Menge aus; in Periode 3 
(10 Minuten) betriigt die Phosphorsiureausscheidung des 
Muskels A 0,01—0,02, die des Muskels B 0,03; in Periode 4 
‘wiederum 10 Minuten) ist die Phosphorsiureausscheidung des 
narkotisierten Muskels A 0,01, die des Muskels B 0,02. In 
weiteren Versuchsperioden lieB sich eine Minderausscheidung 
des Muskels A gegeniiber dem Muskel B nicht mehr beobachten. 

Aus diesem Versuch geht hervor, daB geringe Konzentra- 
tionen von Phenylurethan zu einer voriibergehenden Ver- 
minderung der Phosphorsiureausscheidung fihren. 


Versuch 8 (Nark. 7 des Protokolls). 21. Marz 1922. 


Die Gastroenemii eines sehr groBen Frosches werden zuniichst 
éfters in sauerstoffgesiittigter Ringerlésung ausgewaschen und um 3°° Uhr 
an den Elektroden befestigt. Die nach weiterem Auswaschen beobachteten 
Phosphorsiureausscheidungen sind bei beiden Muskeln vdllig gleich, 
ebenso der gerade zu erkennbarer Kontraktion fiihrende Rollenabstand 
und die bei Hintereinanderschaltung beider Muskeln in den gleichen 
Stromkreis durch Einzelinduktionssehlige erzielten Zuckungshéhen. 


In der 2. Periode von 5!°—54° schieden beide Muskeln 
0,05 mg®/, P,O, aus; am Ende dieser Periode wurde Muskel B 
in Ringerlésung mit einem Gehalt von 0,025°/, Phenylurethan 
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Tabelle 8. 
1 | 2 aie aS ae ae 
Nr. P,O,;-Ausscheidung | 
der Dauer in mg®/, d. Ringerlésung] Versuchsanordnung und 
Peri-| der Periode Versuchsverlauf 
ak Muskel A | Muskel B ? ‘ 
1, 415510 0,06 0,06 Beide Muskeln in 
2. 5 10__ 540 0,05 0,05 Ringerlésung. 
3, 40 § 10 0,03 0,02—0,03] 5*° B Ringer + 0,025°/, 
Phenylurethan. 
4, 610610 0,08 0,02 
5. 64°— 710 0,02 0,01—0 
6. 710—g10 0,04 0,01—0,02 
7. g10__.g30 0,08 0,01 8'°Zuckungshéhe hat um}), 
abgenommen. 
8. g30__ 1 9° 0,02 0,02—0,01}] 10° B gelihmt. 
9. 10%°—.9% 0,08 0,04 10° B narkoticumfreie 
Ringerlésung. 














gebracht, Muskel A kam in neue Ringerlésung. In den 1/, stiin- 
digen Perioden 3, 4 und 5 zeigte jedesmal der im Narkoticum 
befindliche Muskel B eine geringere Phosphorsiureausscheidung 
als der Kontrollmuskel A. Noch deutlicher tritt der Unter- 
schied in der 1 stiindigen Periode 6 hervor, in der Muskel A 
0,04, Muskel B nur 0,01—0,02°/, ausscheidet. 

Periode 7 zeigt fiir eine Dauer von 1 Stunde und 20 Minuten 
ein ganz ahnliches Verhalten. Auch in Periode 8 ist die 
Minderausscheidung von B gegentiber A noch vorhanden, doch 
hat Muskel B in der 60 minutigen Periode 8 mehr Phosphor- 
siiure ausgeschieden als in Periode 7, welche 80 Minuten 
dauerte. 

Am Ende der Periode 8 kamen beide Muskeln in frische, 
narkoticumfreie Ringerlésung. Wahrend der 11 stiindigen 
Periode 9 schied Muskel A 0,08 mg°/, P,O,, Muskel B 0,04 aus. 

Weiterhin wurde die Phosphorsaiureausscheidung beider 
Muskeln, die noch bis nachmittags um 4 Uhr, zu welcher Zeit 
der Versuch abgebrochen wurde, ihren Zustand geringer Permea- 
bilitat beibehielten, eine sehr ahnliche. 
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Auch aus diesem Versuch geht hervor, da’ bei Anwendung 
ceringer Konzentrationen Phenylurethans, welche zu einer lang- 
samen Herabsetzung der Erregbarkeit und erst spat zur 
Lihmung fiihren, eine lang andauernde Verminderung der 
Phosphorsiureausscheidung gegeniiber einem vor und lingere 
Zeit nach der Narkose durchaus gleichartig sich verhaltenden 
Kontrollmuskel erfolgt. 


Besonders deutlich geht auch aus diesem Versuch hervor, 
daB die Verminderung der Phosphorsiureausscheidung noch 
lingere Zeit nach Entfernung des Narkoticums bestehen bleibt. 


Als das wesentlichste Ergebnis der in diesem Abschnitt 
seschilderten Versuche ist zu bezeichnen, dab, ganz ent- 
sprechend den von Gildemeister und auch von Ebbecke 
an Hand voéllig andersartiger Methodik gewonnenen Ergebnissen, 
bei kurzer Kinwirkung stark wirksamer Narkoticum- 
konzentrationen und iibrigens auch bei lingerer Hin- 
wirkung von Narkoticum in geringeren Konzentrationen 
eine Verminderung der Phosphorsiureausscheidung ein- 
tritt, die wir wohl sicher als Ausdruck verminderter 
Permeabilitit der Muskelfasergrenzschichten ansehen diirfen. 


Ks diirfte sich héchstwahrscheinlich um die gleichen Grenz- 
schichten handeln, deren Abdichtung in den Versuchen der 
oben genannten Autoren zu einer Vermehrung des Ubergangs- 
widerstandes fiihrte. 

Bei langerer Einwirkung starkerer Narkoticum- 
konzentrationen tritt im Gegensatz zu dem eben 
geschilderten Verhalten eine Steigerung der Durch- 
lissigkeit auf, die sich in vermehrter Phosphorsiure- 
ausscheidung duBert, wie namentlich aus dem ersten Ab- 
schnitt dieser Arbeit aufs deutlichste hervorgeht. Ganz besonders 
sei nochmals hervorgehoben, daB es sich auch in den Versuchen, 
in denen Steigerung der Permeabilitiit zur Beobachtung kam, 
keineswegs um irreversible Verinderungen handelte, sondern 
(a die Muskeln nach Entfernung des Narkoticums ihre friihere 
Krregbarkeit und iibrigens auch ihren friiheren Zustand geringer 
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Permeabilitét vollkommen oder in anderen Fillen annihernd 
vollkommen wieder erreichten.') 

Wenn hiernach typische Narkose eines Muskels 
sowohl bei verringerter als auch bei gesteigerter 
Durchlassigkeit von membranartigen Muskelfaser- 
grenzschichten bestehen kann, so darf wohl wit 
Sicherheit angenommen werden, da8B die Narkose des 
Muskels weder durch den Zustand der Permeabilitits- 
minderung, noch durch jenen der Permeabilitits- 
steigerung an sich bedingt ist. 

Durch welche Verainderung der Muskelfasergrenzschichten 
die Narkose herbeigefiihrt wird, dariiber gibt, wie wir glauben, 
die auf diese vorliegende folgende Arbeit AufschluB. 


1) Die beobachteten Grade der Permeabilititssteigerung wie auch 
der der Permeabilitatsminderung sind tibrigens nicht anniihernd so grob, 
wie jene, die unter verschiedenen, friiher beschriebenen Einwirkungen 
zur Beobachtung gelangten, ohne daB es deshalb zu einer starken 
Minderung oder gar Aufhebung der Muskelerregbarkeit kam. 
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